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Bij het scheikundig fractionneren van de melkeiwitten volgens R o w-
1 a n d, verdient het de voorkeur het verschil tussen totale proteïnen en 
caseïne plus globuline eenvoudig als albumine te betitelen en van verder 
onderverdeling in albumine en proteosen-peptonen af te zien. 
R o w 1 a n d - J ournal Dairy Research 9 (1938) 42. 
II 
De nauwkeurigheid der methode van de formoltitratie, voor het bepalen 
van het eiwitgehalte in melk, uitgevoerd volgens het oude voorschrift, al-
hoewel geringer dan deze volgens P y n e, is voldoende voor practisch gebruik 
in de zuivelfabrieken en dit in tegenstelling met een publicatie van 
B a n n e n b e r g & V a n d e n H o e k. V er der staan meerdere vergis-
singen in tabel 2 van dezelfde publicatie, vermeldend de faktoren gevonden 
door verschillende onderzoekers voor omrekening van de uitslag der formol-
titratie in eiwitgehalte, zodat de werkelijk bestaande overeenstemmin':{ tussen 
de literatuurgegevens onvoldoende blijkt. 
Bannenberg & V a n den Hoek - Nederlands Melk Zuivel-
tijdschrift 3 (1949) 162. 
III 
De door de A.O.A.C. voorgestelde methode voor het bepalen van het 
volume van het neerslag, on tstaan. door het onteiwitten der melk bij de 
dosering der lactose, is minder nauwkeurig dan deze van Sar u di. 
A s s o c i a t i o n 0 f f i c i a 1 A g r i c u 1 t u r a 1 C h e m i s t s - Methods 
Analysis 6" Ed. (1945) en 7" Ed. (1950). 
Sar u di - Zeitschrift Lebensmittel - untersuchung und - Forschung 
91 (1950) 342. 
IV 
De verschillende begrippen zoals vereenvoudigde moleculaire constante, 
chloorsuikergetal en osmotisch getal, steunen te veel op theoretische over-
wegingen en te weinig op het werkelijk bestaande verband tussen lactose-
en chloridegehalte in melk. 
Mathieu & Fe r r é - Annales Falsifications - 7 (1914) 12. 
Por c her- Lait - 3 (1923) 364. 
Koest 1 er - Mitteilungen Gebiete Nahrungsmittel Untersuchung 
11 (1920) 154. 
S u n db erg - Milchwirtschaftliche Forsehungen - 16 (1934) 155. 

VOORWOORD. 
Bij het beëindigen in 1947 van de eiwitonderzoekingen op melk en 
derivaten met behulp van verschillende uitzoutingsprocédés, werd onze 
aandacht gevestigd op de nieuwere physico chemische methoden, in het 
bijzonder op deze van de electrophorese. Dank zij mijn Promotor, Professor 
A. D e V 1 e es c hauw er, Bestuurder van het Rijkszuivelstation, die in 
zijn hoedanigheid van V oorzitter van het Rijkscentrum voor Landbouw-
kundige Onderzoekingen te Gent in September 1948 het zeer preciese 
Strübin apparaat ter mijner beschikking stelde, konden de eiwitonderzoe-
kingen met behulp der electrophoresemethode aanvangen. Onder Uwe daad-
werkelijke en aanmoedigende leiding en medewerking, Heer Promotor, werd 
het mij mogelijk dit proefschrift te verwezenlijken. Ik dank U gans in het 
bijzonder om de eendrachtige en hartelijke vèrstandhouding die sinds meer 
dan een decennium tussen ons heerst en druk de wens uit nog menig 
decennium samen te mogen werken. 
Een innig en oprecht dankwoord eveneens aan degene die door recht-
streekse medewerking, suggestie of morele aanmoediging mij hielpen. Hierbij 
denken we vooral aan de gulle gastvrijheid ons geboden door de Heer Dr H. 
S. F r e n k el, Directeur van het Staatsveeartsenijkundig onderzoekings-
instituut te Amsterdam, waar we de electrophoresemethode onder de gezag-
volle leiding van Dr L. W. J a n s s e n bestudeerden, alsmede aan Dr Ing. 
E. Wied e man n, wetenschappelijk medewerker der fabrieken Sandoz 
A. G. te Bazel, met wie we meerdere malen, persoonlijk of door brief-
wisseling, in contact kwamen om talrijke moeilijkheden te overwinnen. We 
vernoemen eveneens de Heer Rector Professor J. V a n den Brand e, 
Ere Rector Professor A. V a n L o y, de Heren Professoren R. Go u ba u, 
A. Ver b el en, A. V a n den Hen de, P. Mortier en in het 




A) Literatuuroverzicht van de melk- en bloedeiwitten 
De melk vervult sinds alle tijden een uiterst voorname rol in het leven 
der mensen en is ongetwijfeld het voedingsmiddel dat onder alle aspecten 
het meest wetenschappelijk bestudeerd wordt. Nochtans stelt men vast dat 
in de kennis van de melkbestanddelen nog grote hiaten bestaan. Men weet 
dat in melk vet, koolhydraten, stikstofverbindingen, zouten, phospholipiden, 
sterolen, vitaminen en enzymen voorkomen, doch het wezen dezer verschil-
lende bestanddelen blijft onder vele aspecten onbekend. 
Onder de melkbestanddelen bezitten de eiwitten, die daarenboven in 
oorspronkelijke of in min of meer gewijzigde vorm in de meeste melk-
derivaten voorkomen, een dominerende betekenis. De grondige kennis der 
melkeiwitten onder al hun verschillende aspecten is vereist onder meer 
voor het bepalen van de voedingswaarde van melk en derivaten, voor de 
rationele verwerking der melk en voor de studie der eiwitveranderingen in 
melk en zuivelproducten. De belangrijkheid van een wetenschappelijk eiwit-
onderzoek in melk moge eveneens blijken uit volgende beschouwingen. Bij 
de selectie van het vee heeft men zich tot op heden bijna uitsluitend toe-
gelegd op het bekomen van dieren met een hoge weerstand tegen de meest 
voorkomende ziekten en een hoge melk- en vetproductie. Nu weet men wel 
dat een hoog vetgehalte in de melk min of meer gepaard gaat met een hoog 
totaal eiwitgehalte doch over mogelijke verschuivingen in de verhoudingen 
tussen de verschillende eiwitfracties, staat weinig of niets bekend. Bedenken 
· we dat de eiwitten opgebouwd zijn uit aminozuren waarvan de ene evenwel 
een merkelijk groter betekenis voor de voeding bezitten dan de andere, dan 
kan het ons niet onverschillig laten of bepaalde eiwitfracties, bevattende een 
hoog gehalte aan essentiële aminozuren, stijgen of dalen met stijgend vet-
gehalte. 
De eiwitten vervullen eveneens een zeer belangrijke functie in bloed 
en ander physiologische producten, waar ze bij bepaalde ziektegevallen 
treffende wijzigingen ondergaan. Analoog oefenen bepaalde pathologische 
toestanden een min of meer belangrijke invloed uit op de melkeiwitsamen-
stelling, doch hierover staat nog weinig bekend. 
Er wordt algemeen aangenomen dat het stikstofcomplex, waarvan het 
gehalte in normale melk ongeveer 3,5 % bedraagt, gemiddeld bestaat uit 
80 % caseïne, 8 % albumine en 3 % globuline naast 9 % proteosen en niet-
proteïnen. Over de drie eiwitten caseïne, albumine en globuline, waarvan men 
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al spoedig het complex karakter vermoedde, bestaat op dit ogenblik eert 
buitengewoon uitgebreide literatuur, waarvan hier slechts de meest essentiële 
punten vermeld worden. 
De caseïne zou volgens de scheikundige onderzoekingen van C h e r-
b u 1 ie z en medewerkers (15) en de electrophoretische onderzoekingen van 
Hipp en medewerkers (41), Krej ei (50) , Mellander (64) en 
War n er (112) bestaan uit 3 komponenten a, ~ en y. War n er (112) die 
bij electrophorese alleen de a en ~ caseïne kon . waarnemen, geeft als ver-
houding tussen deze komponenten respectievelijk 80,7 en 19,3 % op. Uit 
de gepubliceerde diagrammen van Hip p en medewerkers ( 41), die evenwel 
niet vergezeld zijn van de relatieve procenten, zou men moeten aannemen 
dat de y caseïne slechts voor ongeveer 5 7c op totale caseïne voorkomt. In 
tabel I worden enige eigenschappen der drie caseïne komponenten gegeven, 
wijl in tabel II de aminozurensamenstelling, samen met die van ander 
eiwitfracties, wordt vermeld. De bereiding dezer drie fracties gebeurde 
volgens een scheikundige fractionnering met behulp van zuur en alkohol. 
TABEL I 
Samenstelling en eigenschappen van a, ~ en y caseïne volgens Hip p ( 41). 
a caseïne i3 caseïne y caseïne 
N /'v 15,56 15,39 15,40 
P % 0,98 0,55 0,11 
S % 0,72 0,86 1,03 
As % 0,28 0,31 0,15 
Beweeglijkheid -6,75 -3,05 -2,01 
Iso-electrisch punt 4,7 4,9 5,8-6,0 
a D -90,5 -125,2 -131,9 
Extinctiecoëfficient K bij 278 mf-1- 1,025 0,475 0,50 
Stremming met leb -L + + met Ca+ + I 
Om een inzicht te krijgen in de physico-chemische toestand waarin de 
caseïne in melk voorkomt, werden vele onderzoekingen uitgevoerd. Zowel 
bij middel van scheikundige doseringen [P y n e (83), V a n der 
Burg (111)], door centrifugeren [De Kadt & Van Minnen (19), 
H os t et tl er en medewerkers ( 43) , Ram s de 11 & Wh i t tier (84), 
Te r Horst (105)] als met behulp van de electronenmicroscoop 
[Hoste t t l er & I m hof ( 44) , Ni t s c h man n (70)] werd het pro-
bleem onderzocht. Over het uitcentrifugeren van de caseïne werden ook 
door ons uitvoerige onderzoekingen ingesteld, vermeld in hoofdstuk IV, 
par. C. 
Wat de niet-caseïne of wei eiwitten betreft, is de literatuur niet minder 
omvangrijk en weze enkel vermeld de overzichtsartikelen vanMarsden (62) 
en van Per c eau (76), met respectievelijk 112 en 137 referenties. Ver-
noemen we in het bijzonder de aanwezigheid vooreerst van de ~ lactoglo-
buline van P a 1 me r (73), bereid door scheikundige fractionnering van 
wei en waarvan de enkelvoudigheid nog sterk wordt betwist [Li (56), 
Po 1 is en medewerkers (81)]. Deze ~ 1actoglobuline zou een moleculair 
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TABEL II - Samenstelling van enkele bloed- en melkeiwitfracties. 
Bloed Melk 
Albumine a glob. B glob. y glob. Caseïne B lacto- Colost. 
mens rund Fibrin. Totaal a B glob. glob. 
(8) (7) (8) (8) (8) (8) (63) (63) (63) (7) (63) 
TotaleN 15,95 16,07 - 15,24 16,03 16,9 15,63 15,53 15,53 15,60 15,63 
TotaleS 1,96 - - 1,32 1,02 1,26 - - - 1,60 1,1 
Vrije alfa amino N 0,18 - - - 0,11 - 0,93 0,99 0,72 0,15 
AmideN 0,88 0,86 - - 1,11 - 1,6 1,6 1,6 1,08 
Glycocol 1,6 1,9 3,1 5,6 4,2 5,6 2,7 2,8 2,4 . 1,4 
Alanine - - - - - - 3,0 3,7 1,7 6,2 
' Valine 7,7 6,5 5,2 7,0 9,7 4,4 7,2 6,3 10,2 5,83 10,2 
Leucine 11,0 13,7 14,2 8,2 9,3 7,1 9,2 7,9 11,6 15,6 8,9 
Isoleucine 1,7 2,9 1,7 5,0 2,7 4,8 6,1 6,4 5,5 8,4 2,77 
Proline 5,1 5,6 4,7 7,1 8,1 5,7 11,3 8,2 16,0 4,1 10,0 
Phenylalanine 7,8 6,2 4,6 4,7 4,6 4,2 5,0 4,6 5,8 3,54 3,6 
Cysteine 0,7 1,11 - - 0,7 0,4 - - - 1,11 
Half-Cystine 5,6 5,41 1,5 3,4 2,4 2,3 0,34 0,43 0,1 2,29 3,26 
Methionine 1,3 0,81 1,4 1,7 1,1 2,5 2,8 2,5 3,4 3,22 0,89 
Tryptophane 0,2 0,58 1,9 2,0 2,9 3,3 1,2 1,6 0,65 1,94 2,74 
Arginine 6,2 6,2 7,7 6,8 4,8 7,9 4,1 4,3 3,4 2,88 4,36-
Histidine 3,5 3,8 2,8 2,8 2,5 2,8 3,1 2,9 3,1 1,58 1,99· 
Lysine 12,3 12,4 8,9 6,6 8,1 8,3 8,2 8,9 6,5 11,4 6,3 
Asparagine zuur 10,4 10,6 9,0 9,8 8,8 13,6 7,1 8,4 4,9 11,4 9,4 
Glutamine zuur 17,4 16,9 21,6 14,5 11,8 14,3 22,4 22,5 23,2 19,5 12,3 
Serine 3,7 4,5 5,0 7,1 11,4 9,2 6,3 6,3 6,8 5,0 
Threonine 5,0 6,5 4,9 6,1 8,4 6,6 4,9 4,9 5,1 5,85 9,4 
Tyrosine 4,7 5,49 4,5 6,0 6,8 5,8 6,3 8.1 3,2 3,78 6,7 
CJ:l 
gewicht bezitten volgens Ha 1 weren medewerkers (32) van 35.700, volgens 
R i 1 e y (86) van 35.800 en volgens Gut f re u n d (30) van 38.000. De 
aminozurensamenstelling wordt vermeld in tabel II en de empirische formule 
zou volgens Brand (7) c1 8(H H aoJ1 N4û8 o~7G s~ l zijn en er uitzien als volgt: 
Glycine8 Alaninez9 Valinen Leuciner.o Isoleucine27 Proline.1 5 Phenylalanine9 
( CySH) 4 ( CyS-) s Methioninen Tr yptophaan4 Arginine7 Histidine,~ Lysine33 
Asparaginezuurar. GlutaminezuurH (Glu-NH2 ) 32 Serine~0 Threonine21 
Tyrosine9 (H20) 4. 
Naast de ~ lactoglobuline treft men de a lactalbumine aan, die door 
Gordon en medewerkers (28) nader werd onderzocht. Verder zouden 
ook in wei de ge'Yone lactoglobuline of de y globuline voorkomen alsmede 
de bloedserumalbumine, welke o.a. door C o u 1 s on & Stevens (17) en 
Po 1 is en medewerkers (82) kon geïsoleerd worden. 
Aangezien een wisselwerking kan bestaan tussen de melk- en bloed-
eiwitten met een invloed op de samenstelling der melk in bepaalde physio-
logische toestanden, interesseerden we ons in dit onderzoek eveneens aan de 
eiwitsamenstelling van runderbloed. Vermelden we hierom aan ~et slot van 
dit literatuuroverzicht nopens de melk en bloedeiwitten, dat thans algemeen 
de aanwezigheid in bloed wordt aangenomen van albumine naast de a, ~ en 
y globulines. Deze eiwitten waarvan de samenstelling vermeld is in tabel II, 
bestaan vermoedelijk nog uit verschillende fracties . 
B) Literatuuroverzicht van de eiwitonderzoekingsmethoden 
In acht genomen eensdeels de belangrijkheid van de eiwitten in de 
biochemie en anderdeels hun bijzonder ingewikkeld karakter, is het niet te 
verwonderen dat talrijke onderzoekers zich met de studie hiervan hebben 
opgehouden, wat aanleiding heeft gegeven tot het ontstaan van uiterst ge-
variëerde methoden en technieken. De oudere eiwitonderzoekingsmethoden 
zijn vrij algemeen op scheikundige basis gegrondvest, waarbij de eiwitten in 
globo of in fracties geprecipiteerd worden. De verdere bepaling kan d~n 
gravimetrisch, Kjeldahlometrisch, refractometrisch of kolcrimetrisch ge-
beuren. Als reagentia om het totaal eiwitcomplex in bloed of melk te pre-
cipiteren worden trichloorazijnzuur, phosphowolframzuur, perchloorzuur en 
dergelijke gebruikt. 
De scheikundige eiwitfractionnering in melk beperkt zich tot het 
bepalen van caseïne, albumine en globuline. V oor de caseïne wordt algemeen 
de methode gebruikt door precipitatie bij h et iso-electrisch punt (pH = 4,6) 
[Azarme (3), Miethke (66), Moir (67, Rowland (89) , Water-
man (114)] ; Was i t z k y (113) evenwel verkiest neer te slaan met aluin. 
De dosering van lactalbumine berust op de precipitatie ofwel door verhitting 
[Miet h k e (66), R o w 1 a n d (89), S h mak o va (95)] ofwel door be-
handeling van het caseïne-vrij filtraat met trichloorazijnzuur of looistofzuur 
[M oir (67), Was i t z k y (113)]. De globuline tenslotte wordt bepaald 
op het caseïne-vrij filtráat hetzij door verzadiging · met magnesiumsulfaat 
[R o w 1 a n d (89)] hetzij met methanol [S haha n i & S om me r (94)]. 
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De scheikundige eiwitfractionnering in bloed gebeurt meestal door 
precipitatie met zouten in bepaalde concentraties. Als zouten worden o.a. 
gebruikt ammoniumsulfaat [R och e (88) , Rus z n y u a k (91) , 
S c h mi t z (93)] , natriumsulfaat [H o w e ( 46)] of natriumsulfiet [C a m p-
B e 11 & Ha n na (12)]. Een meer systematische fractionneringsmethode 
is deze van B ut l er & M on tg ome r y (11), toegepast door Derrie n, 
Tab u ss e, La uren t & Ren a u d (20) en F 1 o r kin & D u c ha-
te a u (26), waarbij de eiwitoplossing behandeld wordt met een bufferop-
lossing van KH~POo~ en K 2HP04 . Deze fractionnering is gesteund op het feit 
onder meer door S öre n sen (98) bewezen, dat de oplosbaarheid der ei-
witten t.o.v. de toegevoegde hoeveelheden zout verloopt volgens een exponen-
tiële functie. Deze laatste methode werd door D e V 1 e e s c h a u we r & 
He y n d r i c k x (25) toegepast op normale melk, waarbij vier fracties werden 
bekomen met een gemiddelde procentische samenstelling van 23,4-57,3-
3,4 en 15,9 % en welke zich scheidden bij een critische phosphaatconcentratie 
respectievelijk van 1,35- 1,54 en 1,71 P04 M/ 1. Co h n en medewerkers (16) 
voerden de eiwitfractionnering uit bij lage temperatuur en met behulp van 
alkohol en kleine zoutconcentraties. 
Gezien eensdeels de scheikundige methoden niet de vereiste voldoening 
gaven en gezien anderdeels de physico-chemie zowel theoretisch als tech-
nisch een grote vooruitgang boekte in de laatste decennia, evolueerden de 
eiwitonderzoekingsmethoden in deze laatste richting. Inzonderheid de 
electrophorese werd door verschillende onderzoekers over een periode van 
vele jaren zeer grondig onder al haar wetenschappelijke en technische 
aspecten bestudeerd, zowel wat het eigenlijke verschijnsel als de registratie 
er van betreft, zodat ze uitgroeide tot een der beste eiwitonderzoekings-
methoden tot op heden bekend. 
Zoals voor alle nieuwe eiwitonderzoekingsmethoden stond bloed in het 
centrum der belangstelling, zodat de publicaties die handelen over de toe-
passing der electrophoresemethode op bloed en de resultaten bekomen in 
de verschillende pathologische gevallen, onoverzichtelijk zijn. 
Wat betreft de toepassing der electrophoresemethode op melk, deze heeft 
lang niet dezelfde vlucht genomen. Chronologisch, menen we, zijn eerst de 
publicaties verschenen van Me ll ander (64) en G r on w a 11 (29) welke 
in melk naast twee caseïne fracties, één niet-caseïne fractie vonden. Hierop 
zijn de publicaties van He y n d r i c k x & D e V 1 e es c hauw er (35-
36-37) verschenen en tenslotte deze vanS 1 at ter & V a n Win k 1 e (96), 
Tob i as, Wh i t n e y & Tra c y (108) en L e mb k e, Ka u f man n & 
G a n t z ( 54) . Gezien dus in 194 7 enkel een paar kwalitatieve electrophore-
tische proeven op melk waren uitgevoerd, beslotEîn wij tot een systematisch 




A) Theorie over het electrophoreseverschijnsel 
Door electrophorese verstaat men de beweging van electrisch geladen 
deeltjes onder de invloed van een electrisch veld. Bij deze beweging zijn de 
deeltjes hoofdzakelijk onderworpen aan drie krachten. Vooreerst de kracht 
k~, uitgeoefend door het electrisch veld (sterkte H) op de lading (n.e) van 
de deeltjes: k 1 = n.e.H. Verder de hydrodynamische wrijvingskracht k 2, die 
de deeltjes met snelheid U en radius a ondervinden, bij de beweging door de 
vloeistof met 11 als viscositeit: k 2 =- 6 rr a 'Y] U. Tenslotte een derde kracht 
k 3, de zogenaamde electrophoretische remming, die ontstaat door electra-
statische krachten, tussen de electrisch geladen deeltjes en de tegengesteld 
geladen electrolytionen, die samen een dubbellaag vormen. Volgens D eb y e 
& Hu c k e 1 (18) zou deze derde kracht gegeven worden door de formule: 
k 3 = (D ~a- ne)H, waarin D de diëlectrische constante beduidt en t het 
zeta potentiaal aan de dubbellaag. Wanneer de deeltjes zich met een eenpárige 
snelheid verplaatsen, is de som der drie inwerkende krachten gelijk aan nul 
of neH + (- 6 n: a 'Y] U)+ (D t a- ne)H = 0. Hieruit volgt dat de electro-
phoretische snelheid gegeven wordt door de formule : 
DtH 
U=---. 
6 n: 11 
Teneinde overeenstemming te brengen tussen de verschillende formules van 
de electrophoretische snelheid, werd door Henry (34) volgende meer al-
gemene formule voorgesteld : 
D~H 
U = f--. 
1t'Y] 
De factor f is evenredig met de uitdrukking x a waarin 1/ x de dikte der dub-
bellaag betekent. Wanneer de dikte der dubbellaag klein is vergeleken ·met 
de afmetingen van het niet geleidend deeltje, bereikt f een waarde van 1/ 4, 
wijl voor bolvormige deeltjes met een geleidbaarheid gelijk aan deze van de 
omringende vloeistof of bij grote dikte der dubbellaag, f de waarde 1/ 6 
bezit, zodat alsdan de formule van Debye & Hu c k e 1 (18) dient toe-
gepast. Hieraan moet nog toegevoegd worden dat deze formules abstractie 
maken van een vierde kracht, het relaxatie effect genoemd, dat eveneens 
bij electrophorese optreedt en waarover door 0 v e r b e e k (72) een zeer 
uitgebreide theoretische studie werd gemaakt. 
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Levert de electrophoresemethode aldus interessante gegevens voor de 
kolloidchemie bij de studie van het zetapotentiaal en de electrische dubbel-
laag, dan is het toch vooral in de analytische chemie dat ze de meest prac-
tische toepassingen kent. Deze methode kan uitgevoerd worden op alle 
stoffen die een niet te geringe deeltjes grootte bezitten [Jan ss en ( 48)], 
doch wordt vooral aangewend bij de studie der eiwitten. 
Zoals algemeen bekend zijn de eiwitten opgebouwd uit aminozuren, 
waardoor ze een amphoteer karakter bezitten. Wanneer als dusdanig de 
eiwitten in een milieu verkeren met lage pH waarde wordt de ionisatie van 
de COOH groep teruggedrongen en vormen zich de positief geladen NH3+ 
ionen, terwijl bij hoge pH waarde de carboxylgroep ioniseert met vorming 
van de negatief geladen coo- ionen. 
De lading van de eiwitmoleculen wordt aldus bepaald door de pH van 
het milieu. Wanneer men bijgevolg een eiwitoplossing in een milieu brengt 
met pH waarde van 7 à 9, klassiek geval als voorbeeld in gans deze paragraaf, 
dan bezitten de als dan negatief geladen eiwitdeeltjes het vermogen om in 
een electrisch veld naar de anode toe te bewegen. De snelheid waarmede 
deze geladen deeltjes zich verplaatsen, varieert van het ene eiwit tot het 
andere en is er zelfs specifiek voor, zodat aldus de mogelijkheid bestaat de 
verschillende fracties in een eiwitmengsel aanwezig op basis van hun electro-
phoretische beweeglijkheid te scheiden. 
Werd het principe van de electrophoresemethode reeds vooropgezet 
op het einde van de voorgaande eeuw, toch bracht de practische uitvoering 
zoveel moeilijkheden mede dat slechts sinds een tiental jaren de methode 
tot volledige ontplooiïng kwam, dank zij de onderzoekingen van de Nobel-
prijswinnaar Ar n e Ti se 1 i u s (106). Tot vóór een paar jaren werd dan 
ook uitsluitend de Tiseliusmethode toegepast; thans wordt ook de papier-
electrophorese aangewend. Bij de klassieke Tiseliusmethode wordt vooraf 
de te onderzoeken eiwitoplossing gedialyseerd t.o.v. een bepaalde buffer-
oplossing. Hierbij wordep alle niet-eiwitachtige bestanddelen der oplossing 
verwijderd en verkrijgt men een zuiver oplossing van het eiwitmengsel in de 
buffer. Eventueel aanwezige niet dialyseerbare storende bestanddelen zoals 
vet, dient men eveneens te elimineren. Met de gedialyseerde eiwitoplossing 
vult men één been alsmede het onderste deel der U buis, wijl het ander been 
en de bijhorende electrodevaten met de bufferoplossing worden gevuld. 
Figuur 1 geeft een schematisch beeld van de U buis, wijl een photo vaü U 
buis en electrodevaten gegeven wordt in paragraaf D . van dit hoofdstuk 
(fig. 4), waar de practische uitvoering der electrophoresemethode wordt 
besproken. 
Wanneer men nu tussen de electroden een bepaald potentiaal verschil 
aanbrengt, zullen in het een been de negatief geladen deeltjes naar de posi-
tieve pool toe bewegen, wijl ze van de negatieve pool weglopen in het ander 
been. Na een bepaalde tijd zal dus elke eiwitfractie, aanwezig in het mengsel 
een bepaalde weg, afhankelijk van haar beweeglijkheid, afgelegd hebben en 
komt de snelst lopende fractie tot de stand A, de volgende tot B en. zo .vercle-r:. 
Hierbij wordt het scherp grensvlak buffer-ongefractionneerde eiwitoplos-
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Fig. 1. - U buis met stand van de grensvlakken vóór en nà electrophorese. 
sing gesplitst in een reeks grensvlakjes die nu evenwel niet scherp afge-
scheiden zijn, doch de vorm hebben van een diffusie gradient. Immers, voor 
elke fractie beantwoordt de verhouding waarin de snellere en tragere 
deeltjes voorkomen aan de ideale verdelingswet van Gauss. Wanneer als 
dusdanig de eiwitdeeltjes van elke fractie een bepaalde weg afgelegd hebben, 
worden ze begrensd door een vlak dat op doorsnede de vorm heeft van een 
halve Gausskromme. Elke eiwitfractie aanwezig in· het mengsel geeft aldus 
aanleiding tot een dergelijk grensvlakje. Het essentiële van het electro-
phoreseverschijnsel speelt zich af in de U buis, waar men door de verwezen-
lijking der ideale omstandigheden een zo gaaf mogelijke instelling van de 
grensvlakken tracht te bekomen. 
Aangezien men werkt met een vloeistofkolom, bekomt men geen volledige 
afscheiding van alle fracties en is het alleen een gedeelte van de snelst 
lopende fractie die in het been verbonden met de anode en een gedeelte van 
de traagst lopende fractie die in het been verbonden met de kathode, zuiver 
kunnen bekomen worden. Als dusdanig is het niet zo eenvoudig om pre-
paratief de andere fracties af te zonderen, alhoewel zulks mogelijk is en ook 
practisch uitgevoerd wordt [Wied e m a n n (116)]. Om analytisch evenwel 
het aantal en de procentische verhouding der verschillende fracties vast te 
stellen, beschikt men over prima registratiemethodes die in volgende para-
graaf worden toegelicht. 
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B) Theorie over de registratie van het electrophorese verschijnsel 
Bij electrophorese van gekleurde ionen gaat de registratie van het ver-
schijnsel vrij gemakkelijk, wat niet het geval is voor kleurloze eiwitoplos-
singen waar men tot min of meer ingewikkelde optische systemen zijn toe-
vlucht moet nemen. De verschillende systemen zoals dit van Lam m (53), 
Long s wort h (57), Ph i 1 pot (79) of S 'ven ss on (102) zijn allen 
gebaseerd op de Toep 1 er (110) schlierenmethode. Deze methode berust 
op het feit dat de lichtstralen die gaan door een grensvlak, gevormd door 
twee media met verschillende dichtheid, een bepaalde afbuiging ondergaan. 
We kunnen dit even toelichten met de bespreking van het Philpot-Svensson 
optisch systeem, waarmede het door ons gebruikte Strübin apparaat is 
uitgerust. Zoals blijkt uit onderstaande figuur 2 en figuur 3 in paragraaf D 
van dit hoofdstuk, bestaat dit optisch sysh"em uit een lamp (L) (Wolfram-
bandlamp) met condensorlens (K), een horizontale spleet (SP1 ), een schlieren-
lens aan elke kant van de thermostaat (SLt en SL2), een schuine spleet 
SL1 z zv 
Fig. 2. - Gang van de lichtstralen bij het optisch systeem van Philpot-Svensson. 
(SPJ met objectief, een cylinderlens (ZY) met verticale as en een scherm 
(M), vervangbaar door de gevoelige plaat van een photoapparaat. De licht-
stralen komende van de lamp worden verzameld door de condensorlens op 
de horizontale spleet. Hierop gaan ze door de twee benen der U buis en indien 
ze hierbij geen grensvlak doortrekken, geven ze van de horizontale spleet, 
bij middel van de schlierenlenzen, een scherp beeld op de schuine spleet. 
Een gedeelte dezer lichtstralen gaat dóór de schuine spleet en het objectief, 
waarna ze door de cylinderlens verzameld worden op het scherm onder de 
vorm van één verticale lijn, die de basis vormt van het diagramma. De 
lichtstralen evenwel die een grensvlak doortrekken, ondergaan een bepaalde 
afbuiging, zodat ze uiteindelijk niet op de basislijn terecht komen. De waarde 
dezer afbuiging wordt bepaald door het brekingsindexverschil tussen de twee 
media die het grensvlak vormen. Op elk oneindig klein deeltje (dl) van het 
grensvlak bestaat een oneindig klein brekingsindexverschil (dn) dat aan-
leiding geeft tot een afbuiging van het licht evenredig met de verhouding 
dn/ dl. Aangezien de verhouding dn/ dl continu stijgt van nul tot een maximum 
om daarna te da' en tot nul, geeft de totale afbuiging voor een bepaald grens-
vlak aanleiding tot een Gausskromme op het scherm, met als basis de lijn 
gevormd door de niet afgebogen lichtstralen. Daar bij onderzoek van bloed 
of. melk de onderlinge beweeglijkheden der aanwezige eiwitfracti'es, die de 
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verschillende grensvlakken bepalen meestal niet voldoende verschillen, zullen 
de gevormde Gausskrommen elkander gedeeltelijk overlappen. Het electro-
phoresediagramma, dat bij gebruik van de Philpot-Svensson registratie-
methode als een hel verlichtte lijn op een zwart veld voorkomt, staat in ee1. 
coordinatenstelsel dn/ dl- I en is samengesteld uit een reeks Gausskrommen 
waarvan het oppervlak een maat is voor de concentratie van de bewuste 
fractie. Daarenboven is de stand van elke Gausskromme ten opzichte van 
de initiale beginstand buffer-eiwitoplossing evenredig met de beweeglijkheid 
van de overeenstemmende eiwitfractie. Deze initiale beginstand doet zich 
voor als twee dichtbij elkaar liggende evenwijdige lijnen loodrecht op de 
basislijn, daar bij de aanvang van het experiment zulk een groot concentratie-
verschil bestaat tussen eiwit- en bufferoplossing. De practische uitwerking 
van het electrophoresediagramma wordt besproken in paragraaf D van dit 
hoofdstuk. Weze hier nog vermeld dat in de laatste jaren nieuwe optische 
systemen werden op punt gesteld o.a. door Wied e man n (117), berustend 
op het Rayleigh principe en waarbij de concentratie der onderzochte eiwit-
oplossing mag dalen tot 5 à 10 maal de gebruikelijke van 1,0 à 1,5 %. ' 
C) Theorie over de nevenverschijnselen 
Aangezien het electrophoreseverschijnsel quasi analoog verloopt in beide 
benen der U buis, verwacht men er zich aan dat de bekomen diagrammen 
van stijgende en dalende grensvlakken elkaars spiegelbeeld zullen zijn. Bij 
het beschouwen evenwel der twee diagrammen blijkt dat deze slechts in 
min of meerdere mate hieraan voldoen en dat volgende versc.hillen optreden. 
1) Het diagramma der stijgende grensvlakken vertoont een scherper 
beeld dan dit der dalende grensvlakken, hetwelk een vlakker verloop kent. 
2) De stijgende grensvlakken hebben een langere weg afgelegd dari de 
dalende grensvlakken. 
3) Op het einde van het diagramma verschijnt een zeer traag lopende 
bijna stilstaande gradient, waarvan het oppervlak merkelijk groter is op het 
diagramma der stijgende dan op dit der dalende grensvlakken. Deze twee 
toppen, die met geen bepaalde eiwitfractie overeenstemmen, worden aan-
geduid met de naam è\ en E, respectievelijk op het diagramma van positieve 
en negatieve pool. 
Bij de studie der oorzaken dezer verschillen tussen de twee diagrammen 
moet men er aan denken dat nà dialyse tussen eiwit- en bufferoplossing 
geen volledige ionengelijkheid bestaat, doch slechts een Donnanevenwicht. 
De eiwitoplossing bezit een kleiner geleidbaarheid dan de bufferoplossing; 
daarenboven lopen de eiwitionen in het ene been in de bufferoplossing, wijl 
ze in hun eigen milieu bewegen in het ander been. Door L o n g s w o r t h 
& Ma c In nes (58) werd dan ook geconstateerd dat de geleidbaarheid 
der oplossing in het been der stijgende grensvlakken vermindert bij de 
electrophorese, wijl het omgekeerde zich voordoet in het been der dalende 
grensvlakken. Deze vaststelling werd trouwens verder bewezen door de 
onderzoekingen vanLager c ra n t z (52) en S ven ss on (103), die geleid-
baarheidsbepalingen uitvoerden op verschillende hoogten in de benen der 
U buis. 
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De grootte der schijntoppen zowel als de graad van asymmetrie tussen 
de twee diagrammen, wordt bepaald door meerdere factoren zoals ionen-
sterkte, pH en aard der bufferoplossing naast concentratie en aard der eiwit-
oplossing. 
Om het optreden van delta en epsilon toppen te vermijden, worden in de 
literatuur enkele voorstellen gedaan zoals gebruik van lage eiwitconcentratie 
en hoge ionensterkte [S ven s s on (104)] of verst·erking van de electro-
phoresebuffer ten opzichte van de dialysebuffer(''') [Wied e man n (118)]. 
Door gebruik van een ongeveer 10 Va versterkte electrophoresebuffer ten 
opzichte van de dialysebuffer, daalt in het been van de positieve pool de 
geleidbaarheid van de electrophoresebuffer niet meer onder deze yan de 
dialysebuffer, zodat het ontstaan van de deltatop wordt belemmerd: Verder 
is in het been van de ne~at;eve pool de geleidbaarheidsstijging ongeveer van 
dezelfde grootte als h et verEchil in geleidbaarheid tussen electrophorese- en 
dialysebuffer, zodat de epsilontop, gevormd tussen de laatste eiwitgradient 
en de bovenstaande electrophoresebuffer, niet kan verschijnen. Door het 
gebruik van een versterkte electrophoresebuffer wordt niet alleen het op-
treden der 1\ en É gradienten voorkomen, doch het blijkt tevens dat de graad 
van asymmetrie vermindert tussen d P. twee diagrammen, wijl de beweeglijk-
heiciswaarden voor de verschillende fracties, gemeten op de twee diagrammen, 
elkander benaderen. 
In geval de delta en epsilon toppen optreden, moet men bij de bereke-
ning der relatieve procentische concentraties van de verschillendé fracties, de 
volgende correcties, voorgesteld door L o n g s w o r t h & M a c I n n e s ( 58) 
.en Wied e man n (118), toepassen. Wat vooreerst de epsilontop aangaat, 
deze moet procentueel verdeeld worden over de verschillende fracties, daar 
het een reine buffergradient is . De som van de nieuwe oppervlakten over-
eenstemmend met de verschillende eiwitfracties is gelijk aan h et oorspron-
kelijk totaal oppervlak van het diagramma der dalende grensvlakken; hierop 
wordt de procentische berekening uitgevoerd. 
De deltatop is, in tegenstelling met de epsilontop, geen zuiver buffer-
doch een gemengde buffer-eiwitgradient, zodat slechts een gedeelte van het 
oppervlak ingenomen door de deltatop, namelijk het aandeel van de buffer-
gradient, procentueel mag gevoegd worden bij het oppervlak der eiwitfracties, 
gemeten op het diagramma der stij gende grensvlakken. Dit aandeel van de 
buffergradient is gelijk aan het oppervlak ingenomen door de epsilontop 
vermenigvuldigd met de verhouding Sd/ Sr, zijnde de weg afgelegd door elke 
fractie respectieve1ijk in het been der dalende en der stijgende grensvlakken. 
Practisch wordt de correctie voor de deltatop bij de berekening der relatieve 
procentische concentraties uit het diagramma der stijgende grensvlakken, als 
volgt uitgevoerd. 
1) Men vermenigvuldigt voor elke fractie van de positieve pool het 
oppervlak van de epsilontop met de afstand dezer fractie tot het midden van 
de E top en deelt door de afstand dezer fractie tot het midden van de 1\ top. 
(*) Door dialysebuffe- verstaan we de oplossing waartegenover dP dialyse plaats 
grijpt, wijl door electrophoresebuffer de oplossing, gebruikt bij het eigenlijk electro-
phoreseexperiment, bedoeld wordt. 
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2) De bekomen waarde voor elk bepaalde fractie wordt nu met het 
oppervlak van deze fradie vermenigvuldigd en gedeeld door de som der 
oorspronkelijke oppervlakten van elke fractie. 
3) De thans bekomen waar.de wordt bij de bewuste fractie samengeteld 
en geeft het nieuw oppervlak dezer fractie . 
4) De nieuwe oppervlakten worden daarna procentsgewijze uitgedrukt. 
Deze correcties worden toegelicht in volgende paragraaf aan de hand van 
een pratisch voorbeelà. 
Naast de bovengenoemde anomalieën in de electrophoresediagrammen 
bestaan er nog twee andere . .V ooreerst treedt bij onderzoek van mensen-
bloedserum in veronalbufferoplossingen het verschijnsel op van de « ~ globulin 
disturbance ", dat bestaat in de aanwezigheid van een uiterst scherpe top op 
het diagramma van de negatieve pool ter hoogte van de ~ globulines, die 
te wijten zou zijn aan lipoïden. Tenslotte merkt men op het electrophorese-
diagramma, bekomen met veronalhoudende buffers, een kleine komponent, 
iets groter op het diagramma van de negatieve dan op dit van de positieve 
pool en die ver vooruitloopt op het eigenlijke diagramma. Deze komponent 
die we in onze eerste publicatie (35) als fractie A betitelden, bleek achteraf 
de 11 komponent te wezen van Moor e & L y n n (68), die geen eiwit-
karakter bezit. 
D) Practische uitvoering van de electrophoresemethode 
Het electrophoreseapparaat bestaat uit twee essentiële gedeelten, eens-
deels de U buis met de electrodevaten en anderdeels het optisch systeem be-
staande uit lamp, spleten en lenzen, alles gemonteerd op een optische bank. 
Verder heeft men nog de thermostaat met h et afkoelingssysteem en de 
electrische inrichting o.a. voor de regeling van de spanning tussen de elec-
troden en voor de aandrijving van compressor en roerders. Figuur 3 geeft een 
algemeen zicht op het door ons gebruikt apparaat. 
De klassieke U buis, geconstrueerd uit plan parallel optisch zuiver glas, 
is lintvormig en bestaat uit drie afzonderlijke stukken : de kromming, de 
benen en de bovenste verwijde gedeelten die met slijpstuk passen op de 
electrodevaten. Het onderste en het bovenste stuk bevatten één glijvlak en 
het middenstuk een glijvlak bovenaan en onderaan, allen loodrecht op de rich-
ting van de U buis. Deze glijvlakken passen feilloos op elkaar en na insmeren 
dezer met vaseline kan men de U buis lekvrij opvullen. Deze constructie 
laat toe de U buis in continue en discontinue stand te stellen, zodat het 
mogelijk is het een been met bufferoplossing en het ander been met eiwit-
oplossing te vullen. Het in continue en discontinue stand stellen gebeurt door 
druk uit te oefenen op de zijdelings ~eplaatste zuigertjes. Figuur 4 geeft 
een duidelijk zicht op het geheel van U buis en electrodevaten. 
De uitgedialyseerde eiwitoplossing wordt vooraf verdund met dialyse-
buffer tot een bepaalde eiwitconcentratie, die bij onderzoek van bloed of 
melk varieert tussen 1,0 à 1,5 %. Lagere eiwitconcentratie geeft, althans bij 
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Fig. 3. - Algemeen zicht op het electrophoreseapparaat. 
Fig. 4. - U buis met electrodevaten. 
aanwending van het Philpot Svensson systeem, aanleiding tot vlakke dia-
grammen die bezwaarlijk goed uit te tekenen zijn. Hogere eiwitconcentraties 
worden bij voorkeur niet aangewend, daar zulks onder meer de anomalieën 
in het diagramma sterk doet toenemen. 
Met de verdunde eiwitoplossing wordt het onderste deel van de U buis 
opgevuld tot even in de benen, waarna deze inet het bovenste deel naar 
links worden verplaatst, zodat ze gescheiden worden van het onderste deel. 
Hierna wordt één been verder met de eiwitoplossing gevuld tot in het ver-
wijde gedeelte, wijl het andere been na spoelen met bufferoplossing met deze 
laatste wordt opgevuld. Na het verplaatsen van het bovenste deel naar rechts 
zodat de U buis in discontinue stand staat, wordt uit het ene verwijde ge-
deelte de eiwitoplossing verwijderd, waarna beide met bufferoplossing worden 
gevuld. Hierop worden de electrodevaten met de slijpstukken aan de U buis 
verbonden en verder eveneens opgevuld met de bufferoplossing, waarna 
het geheel in de thermostaat wordt geplaatst. De thermostaat bestaat uit 
een groot vierkantig vat van ongeveer 70 liter inhoud dat gevuld met gedistil-
leerd water, bij middel van een afkoelingssysteem op 2°C gebracht wordt. 
Daar de lichtstralen door de thermostaat heen moeten, is deze voorzien van 
twee àubbele ruitjes in optisch zuiver glas ter hoogte van de U buis. Om 
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neerslag van waterdamp te voorkomen wordt de afgesloten rul.mte tussen 
de twee ruitjes droog gehouden door het gebruik van een scheikundig droog-
middel. De thermostaat moet trillingsvrij opgesteld zijn zodat de afkoelings-
buizen, ·roerders en dergelijke hiervan los worden opgèsteld. 
Nadat zich het thermisch en hydraulisch evenwicht hebben ingesteld, 
wordt de U buis van buiten af bij middel van de hydraulische zuiger in 
continue stand gebracht, waardoor in elk been een scherp grensvlak buffer-
eiwitoplossing ontstaat. Door het hevelen van een weinig buffer bij middel 
van een uiterst fijn capillairbuisje, geplaatst op het positieve electrodevat, 
gaat in het een been de eiwitoplossing iets stijgen en in het ander been dalen, 
zodat de twee grensvlakken in het gezichtsveld komen. Deze grensvlakken 
vormen de initiale beginstand, die zich voordoet op het scherm onder de 
vorm van twee paar evenwijdige lijnen, dewelke photographisch worden 
opgenomen met een Leica kleinbeeld camera en Gevapan film n° 30. Ver-
volgens wordt de electrode, in verbinding met het met eiwitoplossing gevulde 
been, aan de negatieve pool verbonden, de andere met de positieve pool en 
tussen beide polen een stroomsterkte aangelegd van 25 mA. Hierdoor ontstaat 
een bepaalde voltage, afhankelijk van meerdere factoren zoals temperatuur 
en aard van de bufferoplossing en die in ons geval rond de 270 à 300 V 
schommelde. De waarde van E.i blijft hierbij onder de 8 Watt, die volgens 
Al vare z-T os t ad o (1) niet mag overschreden worden, teneinde bepaalde 
storingen in de ontwikkeling der grensvlakken te vermijden. 
Hierop kan men rustig het verloop der electrophorese volgen, waarbij 
de twee initiale grensvlakken buffer-eiwitoplossing gesplitst worden in de 
verschillende grensvlakjes, overeenstemmend met de verschillende eiwit-
fracties. Figuur 5 toont zeer duidelijk de differentiatie van de beginstand 
tot de eindstand, met de verschillende tussenstadia in functie van de tijd. 
Het is van belang dat bij de eindstand de verschillende fracties goed zouden 
gedifferencieerd zijn, teneinde het overlappingsverschijnsel te minimaliseren. 
Om die reden heeft men de klassieke U buis van Tiselius, waarvan het 
middenstuk bestond uit twee delen van 38 mm, uit één stuk gemaakt van 
84 mm lengte, zodat de aflegbare weg verdubbeld is en een veel beter 
scheiding bekomen wordt. Eens de weg volledig afgelegd, wordt de stroom 
. onderbroken en het bekomen beeld van positieve en negatieve pool photo-
graphisch opgenomen. Hierbij zal gelet worden op het instellen van een scherp 
beeld door de regeling van de s~huine spleet, die hiervoor door W i e d e-
m a n n (119) speciaal werd geconstrueerd. 
In het bezit van het gephotographieerde diagramma worden de kwali-
tatieve en kwantitatieve verhoudingen waarin de verschillende fracties voor-
komen, samen met hun respectievelijke beweeglijkheden. bepaald. Het be-
komen beeld van positieve en negatieve pool wordt bij middel van een 
vergrotingsapparaat uitgetekend. De vergroting werd door ons zo gekozen 
dat de uitgetekende beelden op een basislijn stonden van 588 'mm (7 X 84 mm 
zijnde de lengte van de benen van · de U buis) . Aangezien met de Philpot-
Svensson optiek een hel verlichtte lijn op zwart veld verkregen wordt, zal 
het beeld zich op het tekenpapier voordoen als een zwarte lijn op wit veld. 
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Fig. 5. - Ontwikkeling van het electrophoresediagramma in functie van de tijd. 
Daar men bij het uittekenen het midden volgt dezer zwarte lijn, is het ten 
zeerste gewenst dat deze zich zo fijn mogelijk voordoet, wat slechts met 
een prima optisch systeem wordt bekomen. Zoals blijkt uit de gepubliceerde 
photos beantwoordt het Strübin apparaat zeer goed aan deze eisen. 
Het getekend diagramma moet hierop ontleed worden in zijn verschil-. 
lende Gaus1:1krommen. Dit werk heeft Wied e man n (120) vergemakke-
lijkt door tekening op Leica plaatjes van een serie van 56 Gausskrommen, 
waarin practisch alle mogelijke gevallen begrepen zijn. Nu heeft men slechts 
de best passende Gausskromme in de hoogste toppen van het elect.!:_ophorese-
diagramma te leggen, waarna uit de verschilspunten t.o.v. het diagramma 
de andere Gausskrommen te voorschijn komen. Bij elk getekende Gauss-
kromme noteert men de factor F en de vergroting (S). Het product FS2 
levert het oppervlak van de betreffende Gausskromme, dat evenwel ook 
planimetrisch kan gemeten worden. 
V oor wat betreft de keus van het diagramma bij de berekening der 
concentraties, stellen sommigen het gebruik voor van het diagramma der 
stijgende grensvlakken [St a n 1 e y, Andre w s & Wh i t na h (99), 
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W 1 edeman n (il8j, andere dat der ·da1ende grensviakken [é art w r i g h t, 
Smith, Brown & Wintrobe(13), Deutsch & Me Shan(23), 
L a g er c r a n t z ( 51 J, wijl nog andere de beide diagrammen gebruiken 
[Bosch (5) , Go n ç a 1 v es & Po 1 s on (27), Haan (31), Jan ss en (49), 
Slatter & Van Winkle (96), Tobias, Whitney & Tracy (109)]. 
Voor wat aangaat de beweeglijkheden, wordt meestal gebruik gemaakt van 
het diagramma der dalende grensvlakken, wijl sommigen de waarden be-
komen met de twee diagrammen opgeven. Wij hebben gemeend ons te 
moeten houden aan het voorstel van Wied e man n (118) en alzo de con-
centraties berekend op het diagramma der stijgende grensvlakken en de 
beweeglijkheden op dit der dalende. Het diagramma der stijgende grens-
vlakken leent zich inderdaad beter voor objectieve ontleding om reden van 
Stijgende grensvlakken ( + pool). 
f= 0,1289 :'J=è1.15 
0 
h0,5400 J=ff.40 
Dalende grensvlakken (- pool) . 
Fig. 6. - Analyse van een electrophoresediagramma. 
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het scherper karakter, wijl het daarenboven bij onderzoek van mensenbloed 
in een veronalbuffer vrij is van « ~ globulin disturbance ».We moeten daaren-
boven nog laten opmerken dat bij onderzoek van melk de overlapping der 
Gausskrommen meer uitgesproken is op het diagramma der dalende dan op 
dit der stijgende grensvlakken, zodat het aangewezen is de ontleding te 
verrichten op het diagramma der stijgende grensvlakken. Op basis der ont-
leding van het diagramma van de positieve pool, kan men vervolgens het 
diagramma van de negatieve pool uittekenen. 
Tabel III geeft de berekening der uittekening van het diagramma, in 
verkleinde vorm weer gegeven in figuur 6. In deze tabel betekenen de 
waarden F en S respectievelijk de factor voor de gebruikte Gausskromme 
en de toegepaste vergroting, wijl FS~ overeenstemt met het oppervlak voor 
elk~ fractie. 
De toepassing van de correctie voor de deltatop, zoals beschreven in 
voorgaande paragraaf, gebeurt als volgt. 
1) Voor de albumine 5,54 X 41,40/ 43,65 = 5,25; voor de a 1 globuline 
5,54 X 35,00/ 38,05 = 5,10 enz. 
5,25 x 60,98 
2) Voor de albumine------ = 1,98; voor de a 1 globuline 
184,98- 23,44 
5,10 x 10,62 
------ = 0,34 enz. 
184,98 - 23,44 
3) Voor de albumine 60,98 + 1,98 = 62,96; voor de a 1 globuline 
10,62 + 0,34 = 10,96 enz. 
4) De bekomen oppervlakten voor de verschillende fracties worden 
hierop procentisch uitgedrukt. 
5,54 x 70,18 
De correctie voor de epsilontop wordt voor de albumine------
185,31- 5,54 
5,54 x 12,32 
2,16; voor de a 1 globuline ------ = 0,38 enz. De bekomen waarden 
185,31 - 5,54 
worden bij de respectievelijke fracties geteld (70,18 + 2,16 = 72,34; 
12,32 + 0,38 = 12,70 enz.) en de nieuwe oppervlakten worden hierop pro-
centsgewijze uitgedrukt. 
Voor het berekenen van de beweeglijkheden (u) meet men de door de 
deeltjes afgelegde weg, (s), die recht evenredig is met u almede met de 
veldsterkte (H) en de tijd (t). 
s = u.H.t. 
Aangezien de veldsterkte van het milieu recht evenredig is met de 
stroomsterkte (i) en omgekeerd evenredig met de doorsnede (q) van de U 
buis en de geleidbaarheid (x) der oplossing : 
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TABEL III.- Berekening der relatieve procentische concentraties en beweeglijkheden van de verschillende fracties, be-
komen in het electrophoresediagramma N" 189 (figuur 6). 
Fractie Initialen Oppervlak corr. 1 corr. 2 corr. 3 Relatieve Beweeglijkheden 
F s S' FS'incm" % conc. cm ux1~ 
Album. 0,1289 21,75 473,06 60,98 5,25 1,98 62,96 37,8 43,65 7,9 
a, 0,0702 12,30 151,29 10,62 5,10 0,34 10,96 6,6 38,05 6,9 
10: a, 0,0702 13,55 183,60 12,89 5,08 0,41 13,30 8,0 32,30 5,8 <I> Ul i <1>,.>: 11> 
~ L 0,1054 6,85 46,92 4,95 5,18 0,16 5,11 3,1 26,70 4,8 "0,.>: .5 Q CU 
ru- ~ w, 0,2106 7,55 57,00 12,00 5,16 0,38 12,38 7,4 22,20 4,0 1lO ;> ..c ·~ Ul 
~" 0,2106 5,75 33,06 6,96 4,97 0,21 7,17 4,3 18,50 3,3 ·..;:::: c 0 Ul (i) 6 y, 0,3516 8,25 68,06 23,93 4,99 0,74 24,67 14,8 14,70 2,7 .... 
l'J 0,1580 9,85 97,02 15,33 4,70 0,45 15,78 9,5 10,60 1,9 y, 
Ya 0,2282 7,80 60,84 13,88 4,41 0,38 14,26 8,5 5,65 1,0 
I) 0,2106 10,55 111,30 23,44 
184,98 166,59 100,0 
Album. 0,5400 11,40 129,96 70,18 2,16 72,34 39,0 41,40 7,5 
a, 0,2106 7,65 58,52 12,32 0,38 12,70 6,9 35,00 6,3 
10: 
~ az 0.2282 7,90 62,41 14,24 .0,44 14,68 7,9 29,60 5,4 <I> Ul <I>->: 11> ~ . 0,1404 5,80 33,64 4,72 0,15 4,87 2,6 24,95 4,5 Tl ..I<: . 5 10: CU 
~ w, 0,1756 8,85 78,32 13,75 0,43 14,18 7,7 20,65 3,7 <1> -~ ;> ..c 9,46 0,29 9,75 5,3 16,60 3,0 CU Ul 
I 
~2 0,1930 7,00 49,00 Cl @ 0 .... 6 y , 0,3048 8,90 79,21 24,14 0,74 24,88 13,4 13,25 2,4 
l'J 0,1756 9,55 91,20 16,01 0,49 16,50 8,9 9,00 1,6 y, 
Y·: 0,2458 7,80 60,84 14,95 0,46 15,41 8,3 4,50 0,8 









wordt de formule van de afgelegde weg 
u 0 i 0 t 
s = ---. 
q.x 





s = afgelegde weg voor elke fractie. Theoretisch wordt deze bekomen door 
de afstand in cm van de beginstand tot elke fractie te delen door de 
vergrotingsfactor, die hier in dit geval 7 bedraagt. Practisch evenwel 
wordt door verschillende onderzoekers [Bos c h ( 5), Weg e 1 in (115)] 
aangeraden de afstand niet te meten ten opzichte van de beginstand doch 
ten opzichte van het midden van () of E top. Aangezien deze beide toppen 
practisch niet bewegen, kan men beter de afgelegde weg meten ten op-
zichte dezer gradienten, toch in geval ze ondubbelzinnig afgescheiden 
zijn, daar men aldus de fout uitschakelt teweeggebracht door eventueel 
kleine lekken. 
q =dwarse doorsnede in cm2 van de U buis. 
x = geleidbaarheid van de verdunde eiwitoplossing in Q - 1. cm_ , die gemeten 
werd bij 2"C met de Shedlovskycel en de geleidbaarheidsmeter van Leeds 
en Northrup. 
= stroomsterkte uitgedrukt in A of Volt . Q--1 . 
t = duur van het experiment in seconden. 
Toegepast op het voorbeeld van Tabel III bedraagt de beweeglijkheid 
van de albumine fractie : 
41,40 
-- x 0,75 x 0,004215 
7 
---------- = 7,5. 10-u cm2 • Volt-1 . sec.- 1 
0,025 x 10.000 
Volledigheidshalve moeten we hier nog aan toevoegen dat voor de waarde 
van x niet algemeen de geleidbaarheid der eiwitoplossing wordt aangenomen, 
daar zulks niet helemaal juist is. Zoals gezegd in de paragraaf over de neven-
verschijnselen der electrophoresemethode, verandert de geleidbaarheid in 
de benen der U buis gedurende het experiment en zou men dus voor elke 
fractie en naar gelang het gebruikt diagramma, een ander waarde moeten 
nemen voor de geleidbaarheid. Deze waarden werden door L a g e r-
e ra n t z (52) en S ven ss on (103) experimenteel en doorWeg e 1 in (115) 
met behulp van formules bepaald. Aangezien deze waarden voor het dia-
gramma der stijgende grensvlakken kleiner zijn dan deze van de geleid-
baarheid der eiwitoplossing en omgekeerd groter voor het diagramma der 
dalende grensvlakken, zullen de bekomen beweeglijkheden voor een zelfde 
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~ractl.e, gemeten op de twee diagrammèn, elkander benaderen. !>aar het 
experimenteel bepalen der geleidbaarheidswaarden voor de verschillende 
fracties een bijzonder apparatuur vergt, practisch onuitvoerbaar voor serie-
onderzoek, en wij daarenboven niet in de gelegenheid waren de theoretische 
formules van W e g e 1 i n met de experimentele waarden te vergelijken, werd 
bij de berekening der beweeglijkheden, de geleidbaarheid der eiwitoplossing 
aangenomen, zoals trouwens algemeen gedaan wordt. 
De aandacht weze ook nog gevestigd op de noodzakelijkheid de ver-
schillende onderzoekingsomstandigheden zoals pH en f.1. der bufferoplossing, 
versterkingsgraad van de electrophoresebuffer, gebruikt diagramma met toe-
gepaste correcties en dergelijke te kennen, vooraleer beweeglijkheidswaarden 
gegeven in de literatuur onderling te vergelijken. 
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HOOFDSTUK III 
TOEPASSING VAN DE ELECTROPHORESEMETHODE OP MELK 
A) Opheldering van de melk 
De toepassing van de klassieke . Tiseliuselectrophoresemethode met op-
tische registratie, vereist dat de te onderzoeken oplossing doorzichtig weze 
in een diktelaag van 25 mm, overeenstemmend met de breedte van de U buis 
in de richting van de lichtstralen. Bij onderzoek van bloed is aan deze eis 
vlug voldaan door het gestold of ongestold bloed te centrifugeren bij een 
relatief laag toerental, om een helder serum of plasma te bekomen. 
Bij onderzoek van melk is het probleem der opheldering wel iets inge-
wikkelder en vormt een der oorzaken waarom de electrophoretische onder-
zoekingen op melk ZQ lang zijn uitgebleven en dan nog werden voorafgegaan 
door deze op wei of caseïneoplossingen. Het ophelderen van de melk moet 
gebeuren met een minimum wijziging in de kwalitatieve en kwantitatieve 
eiwitsamenstelling en ·als dusdaiJ,ig zijn de methoden, waarbij de melk met 
een of ander precipitatiemiddel wordt behandeld tot het bekomen van een 
helder melkpreparaat, totaal onbruikbaar. Het troebel karakter van de melk 
is te wijten aan het aanwezige vet en de calciumcaseïn€ verbinding. Om het 
vet te verwijderen kan men extraheren met aether, na voorafgaanclelijke 
behandeling met natrium- of ammoniumhydroxyde, waarbij terzelfdertijd 
de ondoorzichtige calciumcaseïne verbinding in doorzichtige natrium- of 
ammoniumcaseïne wordt omgezet. Deze methode, die enkele malen werd 
toegepast en goede resultaten leverde op gebied van helderheid der b€komen 
oplossing, lijkt evenwel weinig geschikt daar deze behandeling wellicht 
grondige wijzigingen in het eiwitcomplex teweegbrengt. 
Aangezien de electrophoretisch te onderzoeken eiwitoplossing dient uit-
gedialyseerd in een bufferoplossing, teneinde een zuivere oplossing van het 
. eiwit in de buffer te verkrijgen, lag het voor de hand de omzetting der troebele 
calciumcaseïne in heldere natriumcaseïne op deze wijze te verwezenlijken. 
Hierbij blijft de melk nog troebel door het aanwezige vet, doch dit kan 
verwijderd worden door centrifugeren, wat de voorkeur verdient op de 
aether extractie. Het verwijderen evenwel van de laatste sporen vet vereist 
een hoge centrifugaalkracht (15 à 20.000 g) en zo men deze toepast op de 
ongedialyseerde melk, sedimenteert gedeeltelijk de caseïne. Door de omzet-
ting evenwel der calcium- in natriumcaseïne wordt het eiwit gestabiliseerd 
tegen een hoge centrifugaalkracht. Om elke precipitatie van caseïne te ver-
mijden, wordt slechts na twee dagen dialyseren de eerste maal gecentrifugeerd 
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en dan nog slechts bij 5.000 g. Hierop wordt nog een paar dagen gedialyseerd 
met regelmatig centrifugeren bij steeds stijgende centrifugaalkracht, zo~at 
uiteindelijk een klare melkeiwitoplossing wordt bekomen. 
De dialyse wordt uitgevoerd bij middel van de gebruikelijke Visking 
Saucage Casings ("..) . Deze dialysehulzen knipt men op de gewenste lengte, 
snoert ze dicht onderaan, wijl men ze bovenaan, na er ongeveer 25 ml melk 
in gebracht te hebben, afsluit met een glazen staafje. Dit wordt bevestigd 
aan een roerder, geplaatst in een koelkast (2"C), waarna men de aldus be-
komen worst langzaam laat draaien in een 10 maal zijn volume bufferop-
lossing. De bufferoplossing wordt 's morgens en 's avonds ververst zodat na 
enkele dagen dialyse, met alternerend centrifugeren, een klare melkeiwit-
oplossing wordt bekomen. Merken we nog op dat telkens na centrifugeren de 
melk best afgezogen wordt met een injectiespuitje teneinde fijn zwevende 
sliertjes vet te vermijden. De eiwitoplossing is volledig uitgedialyseerd 
wanneer de geleidbaarheid niet meer verandert bij verder dialyse. Een 
volledig uitgedialyseerde oplossing is streng noodzakelijk, daar zich anders 
onregelmatigheden voordoen in het diagramma ter hoogte van de schijn-
toppen. 
Wat tenslotte de keuze betreft van de bufferoplossing waar tegen'over 
én de dialyse én het eigenlijke experiment plaats grijpt, hierbij zijn o.a. de 
pH, de ionensterkte f! en de aard der samenstellende ionen van belang. Daar 
het noodzakelijk is dat alle aanwezige eiwitfracties zich bij het electrophorese-
experiment bewegen in dezelfde richting, wordt de bufferoplossing op een 
bepaalde pH waarde ingesteld. Men zal er tevens naar streven dat de ver-
schillende fracties onderling een zo groot mogelijk onderscheiden beweeg-
lijkheid bezitten, teneinde een zo goed mogelijke scheiding te bekomen. Het 
blijkt daarenboven dat de electrolytionen het electrophoreseexperiment niet 
zozeer door hun chemisch karakter, dan wel door hun concentratie Pn valentie 
beïnvloeden [Wied e man n (121)]. Deze twee factoren, concentratie (c) 
en valentie (z) , zijn begrepen in het begrip ionensterkte Üt) gedefinieerd door 
de formule vanLew is & Rand a 11 (55) : 
f! = 1/ 2 (c,zl~ + c~z/ + ............... + cnzn2 ). 
De ionensterkte beïnvloedt vooral de absolute snelheid der eiwitfracties 
in die zin dat bij gelijkf~ electrophoreseomstandigheden een hogere ionen-
sterkte gepaard gaat met een trager lopen. Om de symmetrie tussen het 
diagramma van dalende en dit van stijgende grensvlakken in de hand te 
werken, alsmede om de schijntoppen b en E te onderdrukken, wordt algemeen 
in de literatuur het gebruik van ionensterkten van 0,1 tot 0,2 aanbevolen. 
Nochtans kan het zich voordoen dat om oplosbaarheidsredenen of om bij-
zondere scheidingen te bekomen, men zijn toevlucht tot lagere waarden voor 
de ionensterkte zal nemen [Lont ie (61)]. Voor elk electrophoretisch onder-
zoek in het bijzonder zal men trouwens goed doen een studie te maken van 
de invloed der verschillende factoren . teneinde zo dicht mogelijk de ideale 
omstandigheden te benaderen. De aard der samenstellende bufferionen heeft 
eveneens een belangrijke invloed op het electrophoresediagramma. Het 
(*) Visking Corporation, 6733 West 65th Street, Chicago, (U.S.A.). 
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blijkt dat men de voorkeur geeft aan traag lopende ionen zoals veronal en 
lithium, daar deze volgens verschillende onderzoekingen o.a. van 
S ven ss on (104), de scherpte van het electrophoresediagramma gunstig 
beïnvloeden. 
Aangezien bij de aanvang van ons electrophoretisch onderzoek op melk 
pratisch geen literatuur hierover bestond, kozen we de voor bloedonderzoek 
veel gebruikte Micha e 1 is buffer met pH = 8,0 en 1-l = 0,1. Met deze 
bufferoplossing, die zeer goede resultaten leverde op gebied van helderheid 
der bekomen melkeiwitoplossing en eiwitbehoud, voerden we verschillende 
onderzoekingen uit, onder meer op normale melk en colostrum. Het kan nu 
wel nuttig wezen de pH van de onderzoekingsbuffer te wijzigen in bepaalde 
gevallen, die verder zullen besproken worden. 
Voor het bereiden van de M i c h a e 1 i s b u f f e r volgens het oorspron-
kelijk recept (65), maakt men eerst een oplossing inhoudend 19,428 g NaAc3aq 
en 29,428 g natriumveronal per liter. Aan 200 ml dezer oplossing voegt men 
een bepaalde hoeveelheid HCl N/ 10 toe, afhankelijk van de pH, alsmede 
80 ml NaCl waarvan de concentratie bepaald wordt door de gewenste ionen-
sterkte, waarna men aanlengt tot 1000 ml. Wenst men bijvoorbeeld de buffer-
oplossing te bekomen met een pH = 8,0 dan gebruikt men 100 ml HCl N/ 10 
zoals blijkt uit tabel IV. Om de NaCl concentratie te kennen, berekent men 
de ionensterkte voor de verschillende ingredienten der bufferoplossing, die 
vooreerst bestaat uit 19,428 X 200/ 1.000 = 3,8856 g NaAc 3aq (0,0286 M) 
en 29,428 X 200/ 1.000 = 5,8856 g Na veronal (0,0286 M). Aangezien alleen 
éénwaardige ionen aanwezig zijn, bedraagt de ionensterkte voor deze op-
lossing: 1/ 2 (0,0286 +' 0,0286 + 0,0286 + 0,0286) = 0,0572. De ionensterkte 
van de toegevoegde hoeveelheid HCl N/ 10, eveneens vermeld in tabel IV, 
wordt analoog berekend. Hieruit blijkt dat voor pH= 8,0 dit aandeel 0,0100 
bedraagt, zodat dit reeds samen met de acetaat-veronaloplossing een ionen-
sterkte van 0,0672 uitmaakt. Wenst men nu een uiteindelijke 1-l waarde van 
TABEL IV. - pH waarde van de Michaelisbufferoplossing bij variërende 
hoeveelheden HCl N/ 10 per liter buffer en de ionensterkte der toegevoegde 
hoeveelheden HCl. 
pH ml HCl ~ HCl pH mi HCI ~ HCI 
N /10 N i lO 
2,62 640 0,0640 6,99 240 0,0240 
3,20 600 0,0600 7,25 220 0,0220 
3,62 560 0,0560 7,42 200 0,0200 
3,88 520 0,0520 7,66 160 0,0160 
4,13 480 0,0480 7,90 120 0,0120 
4,33 440 0,0440 8,00 100 0,0100 
4,66 400 0,0400 8,18 80 0,0080 
4,93 360 0,0360 8,55 40 0,0040 
5,32 320 0,0320 8,68 30 0,0030 
6,12 280 0,0280 8,90 20 0,0020 
6,75 260 0,0260 9,16 10 0,0010 
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0,1 te bekomen, dan moet de ionensterkte van het natriumchloride 0,0328 
bedragen, overeenstemmend met 0,0328 M of 1,9188 g/ 1. Deze concentratie 
moet bereikt worden door toevoegen van 80 ml oplossing, zodat de eind-
concentratie van het NaCl 1,9188 X 100/ 80 = 2,40 % bedraagt. 
Resumerend herhalen we dat men de Michaelisbuffer met pH= 8,0 en 
fl = 0,1 kan bereiden door 200 ml NaAc - Na Ver. oplossing te mengen in 
een maatkolf van 1liter met 80 ml NaCl 2,40 o/o en 100 ml HCl N/ 10 waarna 
tot de streep wordt aangelengd. Practisch kan men ook 3,89 g NaAc 3aq; 
5,89 g Na Ver. en 1,92 g NaCl oplossen in water, 100 ml HCl N/ 10 toevoegen 
en aanlengen tot de stree.9 van 1.000 ml. Voor het geval men het experiment 
uitvoert met een 5 ij( versterkte electrophoresebuffer, worden de verschil-
lende bestanddelen bijvoorbeeld in 9.500 ml opgelost in plaats van in 10.000 
ml. Hiervan worden 1.500 ml afzonderlijk gehouden voor het electrophorese-
experiment, wijl men aan de overblijvende 8.000 ml buffer 400 ml water 
toevoegt, welke dan voor de dialyse geschikt is . 
In het begin van deze paragraaf werd vooropgezet dat de opheldering 
der melk moet gebeuren met een min;mum wijziging in de kwalitatieve en 
kwantitatieve eiwitsamenstelling. Wat de kwalitatieve eiwitsamenstelling 
betreft, menen we dat slechts minimale wijzigingen zullen plaats grijpen. 
Teneinde te bewijzen dat bovenstaand ophelderingsprocédé eveneens ver-
loopt met een minimum wijziging in de kwantitatieve eiwitsamenstellin.g, 
werd volgende proef ingesteld. Van een monster normale mengmelk werd 
het vetgehalte bepaald volgens de Gerbermethode, alsmede het proteïne- en 
caseïnestikstofgehalte volgens de chemische fractionneringsmethode van 
R o w I a n d (89). De stikstofbepalingen gebeurden met behulp van de micro-
Kjeldahlmethode, in de door D e V l e es c hauw er & He y n d r i c k x (24) 
beschreven uitvoering. De dialyse der melk werd uitgevoerd in de Michaelis-
buffer (pH = 8,0 & fl = 0,1) op 7 proeven van elk 25 ml. Na dialyse werden 
de 7 proeven verzameld, waarbij bleek dat het oorspronkelijk volume van 
175 ml gestegeJ?. was tot 204 ml. De samenstelling dezer gedialyseerde melk 
wordt, samen met deze der ongedialyseerde melk, gegeven in tabel V. 
Bij het beschouwen der resultaten merkt men vooreerst dat het vet-
gehalte in de melk nà dialyse 3.2 '/o bedraagt, tegenover 3,8 % vóór dialyse. 
Zulks vindt zijn verklaring in de volumevermeerdering die plaats grijpt bij 
dialyse en wanneer mPn dan ook de waarde 3,2 vermenigvuldigt met de ver-
houding volume melk nà dialyse op volume vóór dialyse, hetzij 204/ 175, 
bekomt men 3. 73 "/c , overeenstemmend met het vetgehalte vóór dialyse. De 
niet proteïne stikstof in de oorspronkelijke melk aanwezig wordt uitgedialy-
seerd en het gehalte gevonden in de gedialyseerde melk, namelijk 71,2 mg % 
stemt overeen met de concentratie aan veronal in de bufferoplossing aan-
wezig, rekening houdend met de zuiverheidsgraad en het Donnan evenwicht. 
Het proteïnestikstofgehalte bedraagt i~ de oorspronkelijke melk 469,2 mg 
% en nà dialyse 410,8 mg %. Wanneer men deze waarde vermenigvuldigt 
met 204/ 175 zoals bij het vetgehalte, bekomt men 478,9 mg %, wat in goede 
overeenstemming is met het proteïnestikstofgehalte vóór dialyse. Hieruit 
blijkt dus dat bij dialyse geen eiwitverlies plaats grijpt, wat trouwens worc~t 
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bevestigd door het gehalte aan caseïnestikstof, hetwelke nà dialyse 346,7 mg % 
bedraagt, hetzij 404,2 mg % omgerekend op het oorspronkelijke volume melk. 
Een verdere bevestiging vindt men in het caseïnestikstofgehalte in % van 
totale proteïnen dat, onafhankelijk van de volurriecorrectie, 83,7 % bedraagt 
in de melk vóór dialyse tegenover 84,4 % nà dialyse. 
TABEL V. - Uitslagen over het onderzoek nopens het eiwitbehoud bij 
opheldering der melk. 
Melk vóór Melk nà Melk nà dialyse 
dialyse dialyse en centrifugeren 
Vetgehalte % 3,8 3,2 
Totale N (mg %) 502,4 482,0 486,7 
Niet prot. N (mg %) 33,2 71,2 73,2 
Proteïne N (mg %) 469,2 410,8 413,5 
Niet Caseïne N (mg %) 109,5 135,3 138,9 
Caseïne N (mg %) 392,9 346,7 347,8 
Caseïne N ( % van Tot. Prot. N) 83,7 84,4 84,1 
De gedialyseerde melk werd hierop gecentrifugeerd tot een heldere op-
lossing en onderzocht zoals voorgaande twee monsters. Uit de bekomen 
resultaten, eveneens vermeld in tabel V, blijkt dat het proteïnestikstofge-
halte 413,5 mg % bedraagt. Om deze waarde te kunnen vergelijken met het 
proteïnestikstofgehalte der oorspronkelijke melk, moet men niet alleen ver-
menigvuldigen met de verhouding 204/ 175 doch tevens met de verhouding 
100-3,2 
-----, daar moet rekening gehouden worden met het uitcentrifugeren 
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van het vet. Toepassing dezer twee correcties geeft een waarde van 466,6 
mg %, overeenstemmend met dit der oorspronkelijke melk. Analoog bedraagt 
het caseïnestikstofgehalte 347,8 mg % of 392,5 mg % uitgedrukt op de oor-
spronkelijke melk. In % van totale proteïnen bedraagt het caseïnegehalte 
der gedialyseerde gecentrifugeerde melk 84,1 % tegenover 83,7 % in de 
oorspronkelijke melk. 
Deze resultaten, die trouwens meerdere malen werden bevestigd, tonen 
duidelijk aan dat door het ophelderen der melk volgens de boven beschreven 
techniek, practisch geen eiwitverlies plaats grijpt. 
B) Verband tussen refractie en eiwitgehalte van de melkeiwitoplossing 
Gezien het eensdeels gewenst is de electrophoretisch te onderzoeken 
oplossing steeds te verdunnen tot een zelfde eiwitconcentratie, teneinde de 
resultaten onderling beter te kunnen vergelijken en gezien anderdeels de 
schommelende eiwitconcentratie in melk, is het dus noodzakelijk het eiwit-
gehalte te kennen der gedialyseerde gecentrifugeerde melk. Om het eiwit-
gehalte te bepalen kan men, naast het nauwkeurig doch tamelijk omslachtig 
Kjeldahlprocédé, de refractometrische methode toepassen. Over het verband 
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tussen brekingsindex en eiwitgehalte van bloed wordt in de literatuur nogal 
geredetwist, daar de waarde van de brekingsindex bepaald wordt niet alleen 
door het eiwitgehalte doch tevens door andere aanwezige bestanddelen die 
in concentratie variëren. Aangezien de gedialyseerde en gecentrifugeerde 
melkeiwitoplossingen geen storende bestanddelen inhouden, mag men een 
verband veronderstellen tussen brekingsindex en eiwitgehalte. Teneinde 
nochtans over dit verband zekerheid te bekomen, werd een bepaald aantal 
gedialyseerde gecentrifugeerde melkmonsters, bekomen in de Michaelis-
buffer (pH = 8,0 & fA= 0,1) onderzocht op brekingsindex en eiwitgehalte. 
Met het doel tevens uit te maken of de specifische brekingsindex (-"') dezelfde 
is voor de verschillende melkeiwitten, werden drie groepen melkmonsters 
onderzocht namelijk normale melk, colostrum en melk van einde lactatie, 
waarvan onderling de caseïne-albumine-globuline verhouding sterk verschilt. 
De heldere melkeiwitoplossingen werden Kjeldahlometrisch onderzocht 
op totale en niet-proteïne stikstof en het bekomen eiwitstikstofgehalte ver-
menigvuldigd met de factor 6,38. De refractie werd bepaald bij 17,5°C en 
onder natriumbelichting met de Zeiss refractometer (prisma I), zowel op de 
eiwit- als op de bufferoplossing. Van de twee bekomen waarden werd, na 
omzetting · in brekingsindex,- het verschil gemaakt. Dit verschil, we.tke de 
vermeurlering geeft in brekingsindex te wijten aan het aanwezig2 eiwit, 
werd hierop gedeeld door het overeenstemmend eiwitgehalte, hetgeen de 
waarde van de specifische brekingsindex op!evert. 
In tabel VI worden de waarden van eiwitgeha~te, brekingsindexverschil 
en specifische brekingsindex, bekomen voor de dr ~e groepen monsters 
opgegeven. De , standaardafwijking werd berekend met de formule 
V
.[V2. 
± ---; (v =afwijking van elke proef ten opzichte van het gemid-
n-1 
delde en n = aantal proeven). Uit de resultaten blijkt dat voor de groep 
normale melkmonsters de specifische brekingsindex der melkeiwitten ge-
middeld 0,00205 bedraagt met een standaardafwijking van ± 0,00003. Voor 
de monsters colostrum en einde lactatie melk bedragen de specifische bre-
kingsindexen respectievelijk 0,00207 ± 0,00003 en 0,00208 ± 0,00003. Om 
reden der geringe standaardafwijkingen op de gemiddelde waarden van de 
specifische brekingsindex, mag men besluiten dat er een stevig verband 
bestaat tussen eiwitgehalte en brekingsindex. Het blijkt daar~mboven dat 
de specifische brekingsindex voor de melkeiwitten zeer weinig verschilt in 
de drie groepen monsters, die nochtans sterk verschillen in cas~ïne, albumine, 
globuline verhouding. De waarde voor de specifische brekingsindex berekend 
voor alle monsters samen, bedraagt 0,00206 .± 0,00003. Hieruit mogen we be-
sluiten dat de specifische brekingsindex van de melkeiwitten caseïne globuline 
en albumine onderling practisch niet verschillen. In figuur 7 zijn de ver-
schillende waarden van eiwitgehalte en brekingsindexverschil in graphiek 
gezet, waaruit nogmaals het verband tussen deze twee grootheden blijkt. 
(*) Door specifi~che brekinl{sindex van eiwitten verstaat men de vermeerdering in 
brekingsindex van het oplosmiddel, bij het oplossen van 1 g eiwit. Deze omschrijving stemt 
niet helemaal overeen met de definitie van specifische brekingsindex in de natuurkunde. 
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TAB:EL VI.- Waarden voor brekingsindex en eiwitgehalte van gedialyseerde 
en gecentrifugeerde melkmonsters. 
Eiwitgehalte Specifische 
g eiwit/100 g n D eiwit -n D buffer brekingsindex 
Normale Melk 
2,1481 0,00433 0,00202 
2,3236 0,00475 0,00204 
1,8795 0,00380 0,00202 
1,7405 0,00353 0,00203 
2,3268 0,00475 0,00204 
2,1730 0,00455 . 0,00209 
2,2190 0,00463 0,00209 
2,2962 0,00478 0,00208 
2,1277 0,00444 0,00209 
2,0282 0,00421 0,00208 
2,1852 0,00448 0,00205 
2,5048 0,00509 0,00203 
2,3293 0,00475 0,00204 
Gemiddelde 0,00205 
Colostrum 
6,7449 0,01375 0,00204 
6,0042 0,01252 0,00209 
4,8526 0,01010 0,00208 
4,0015 0,00849 0,00212 
3,5843 0,00736 0,00205 
9,2701 0,01916 0,00207 
Gemiddelde 0,00207 
Melk van einde lactatie 
4,4207 0,00925 0,00209 
2,0627 0,00429 0,00208 
2,3606 0,00490 0,00208 
3,4229 0,00728 0,00212 
2,8040 0,00585 0,00209 
2,7613 0,00558 0,00202 
Gemiddelde 0,00208 
Algeheel gemiddelde 0,00206 ± 0,00003. 
Aangezien verschillende punten practisch samenvallen, is een cijfer ge-
plaatst naast dergelijke punten, dat het aantal overeenstemmende waar-
nemingen aanduidt. 
Des e o (21) en P 1 o t n er (80) hebben zowel voor de bloedalbumine 
als voor de globuline een specifische brekingsindex gevonden van . 0,00187. 
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Fig. 7. Verband tussen refractie en eiwitgehalte van de ge:lialyseerde 
gecentrifugeerde melk. 
tussen refractie en eiwitgehalte van bloedserum, mag men besluiten dat de 
specifische brekingsindex 0,00196 bedraagt. Per l m .a n & Long s-
w ort h (77) vinden voor de bloedalbumine 186,2.10- '• en voor d e y glo-
buline 187 ,5.10--~ in overeenstemming met de waarden van Armstrong 
en medewerkers (2). 
Voor wat de caseïne betreft, wordt als specifische brekingsindex in een 
0,1 N NaOH oplossing door Roberts on (87) 0,00152 en door B re re ton 
& S harp e (9) 0,00181 opgegeven. Rang a p pa (85) vond bij onderzoek 
der refractie in melk, dat het aandeel hierin voor de caseïne 0,0021 per g 
caseïne in 100 ml m elk bedraagt en meent dat deze hogere waarde t.o.v. deze 
gevonden door R o b e r t s o n en B r e r e t o n te wijten is aan de grotere 
dispersiteit en het verschil in samenstelling tussen de caseïne in melk en 
in loogoplossing. Uit de resultaten zijner onderzoekingen besluit R a n g a p p a 
eveneens dat de lactalbumine en globuline een groter aandeel hebben in de 
refractie der melk dan de caseïne, in acht genomen hun lager gehalte. Het 
zou zelfs blijken uit zijn resultaten dat de specifische brekingsindex voor 
de lactalbumine en globuline ongeveer dubbel is als van de caseïne. Zulks 
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is in scherpe tegenstelling met onze resultaten. P e d e r s e n (75) vindt 
trouwens voor de lactoglobuline 181.10--" wat practisch overeenkomt met 
deze van de caseïne. We voegen hier nog aan toe dat er tussen de waarden 
van de literatuur een zekere spreiding bestaat uit hoofde van de toegepaste 
eiwitfactor, die kan variëren tussen 6,25 à 6.66. 
C) Invlced van de bufferversterking op het electrophoresediagramma van 
melk 
De invloed van de versterking der electrophoresebuffer werd door 
Wied e man n (118) op bloed onderzocht en het bleek nuttig deze proef 
te herhalen met melk. 
Van een monster normale melk werd zoals naar gewoonte de klare 
eiwitoplossing bereid en deze, na verdunning tot de gebruikelijke eiwitcon-
centratie van 1,3 %, electrophoretisch onderzocht. Hierbij werd de electro-
phoresebuffer ten opzichte van de dialysebuffer respectievelijk 10 % verdund 
en 0-2,5-5-7,5 en 10 % versterkt. De verder onderzoekingsomstandig-
heden werden in de mate van het mogelijke gelijk gehouden. Bij de uit-
teken;ng van de diagrammen beperkten we ons tot de uitdrukking van de 
delta en epsilontop in procent van de totale oppervlakte van het diagramma. 
Zoal~ het zeer duidelijk te zien is op de photos verzameld in figuur 8, 
verminderen de delta en epsilontoppen in functie van de toegepaste verster-
king der electrophoresebuffer. Het blijkt uit tabel VII dat de oppervlakte 
ingenomen door de deltatop 30,8 % bedraagt bij toepass·ng van een 10 % 
verdunde buffer t.o.v. 23,0 ~o bij gebruik van de dialysebuffer. Bij toepassing 
van de 2,5-5-7,5 en 10 % versterkte electrophoresebuffer, beslaat de 
deltatop respectieveljik 19,2 -- 16,5 - 14,4 en 9,0 % van het totale diagramma-
oppervlak Analoog daalt de waarde van de epsilontop op het diagramma 
der dalende grensvlakken van 17,6 ry,, bij onderzoek in een 10 % verdunde 
electrophoresebuffer tot 4,6 % in ePn 10 % versterkte electrophoresebuffer. 
Zoals steeds vastgesteld werd, beslaat de epsilontop een geringer oppervlak 
dan de deltatop in gelijke onderzoekingsomstandigheden. 
TABEL VII. - Invloed van de versterking van de electrophoresebuffer 
op de b en F toppen. 
Experiment Toegepaste Grootte van de schiintoppen in 
N" bufferversterking % van het to tale diagrarnrna 
o/o ö 
34 -10 30,8 17,6 
38 0 23,0 11,2 
37 2,5 19,2 10,0 
35 5 16,5 8,7 
36 7,5 14,4 7,5 
33 10" 9,0 4,6 
De resultaten van dit onderzoek, die nog een paar malen werden be-
vestigd, stemmen overeen met deze van Wied e man n (118) voor wat 
betreft de vermindering van delta en epsiloneffect in . functie der toegepaste 
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Fig. 8. - Invloed van de bufferversterking op het electrophoresediagramma van melk. 
Dalende en stijgende grensvlakken Dalende en stijgende grensvlakken 
versterking. Er moet nochtans aan toegevoegd worden dat bij onderzoek 
van bloed in practisch dezelfde omstandigheden, W i e d e m a n n er iJ;~. 
slaagde de delta en epsilontoppen te onderdrukken bij toepassing van een 8 % 
bufferversterking. Bij onderzoek van melk evenwel is het delta en epsilon-
effect veel sterker, zodat bij toepassing van een 10 % versterking de deltatop 
nog 9 % uitmaakt van het totaal diagramma. Ook Wegel in (115) consta-
teert bij electrophoretisch onderzoek van wei, het sterk uitgesproken delta-
effect en wijdt zulks toe aan de sterke lading deze~ eiwitten. We hebben 
tevens kunnen uitmaken dat een bufferversterking van 15 à 20 % nodig is 
om de schijntoppen volledig te onderdrukken. Toepassing evenwel van derge-
lijke versterking veroorzaakt ernstige stoornissen in het electrophorese-
verloop. Om die reden verdient het de voorkeur zich te beperken tot een 5 % 
bufferversterking, waarbij het deltaeffect reeds merkelijk wordt verminderd 
zonder het electrophoreseverloop nadelig te beïnvloeden. Van het resterend 
deltaeffect houdt men dan rekening door toepassing der bovenvermelde 
correcties·. Bij onderzoek van melk trouwens zijn delta en epsilontoppen zo 
ondubbelzinnig afgescheiden, wat niet altijd het geval is . bij onderzoek van 
bloed, dat men deze correcties nauwkeurig kan toepassen, 
37 
HOOFDSTUK IV 
RESULTATEN BEKOMEN BIJ ELECTROPHORETISCH ONDERZOEK 
VAN MELK 
A) Resultaten bekomen bij electrophpretisch onderzoek van normale melk 
Een vijf en twintigtal melkmonsters van koeien in normale lactatie-
periode, werden electrophoretisch onderzocht volgens de boven besproken 
techniek. In tabel VIII wordt het gehalte aan vet, totale N en caseïne N der 
onderzochte monsters opgegeven, wijl in tabel IX de relatieve procentische 
concentraties voor de verschillende electrophoretische fracties zijn vermeld 
en in tabel X de beweeglijkheden. De bekomen electrop~oretische fracties 
duiden we in dalende orde van beweeglijkheid aan met de l~tters A, B, C, D, 
E, F, G, H 1 en H 2 • Hierbij valt op te merken dat we door A iliet de zeer kleine 
fractie bedoelen van onze eerste publicatie over electrophorese (35) en die 
bij later onderzoekingen identiek bleek te wezen met de niet-eiwitachtige r1 
komponent van Moor e & L y n n (68) , doch wel een afbuiging der B 
fractie, die zich voordoet in een bepaald aantal der onderzochte monsters. 
Aangezien verder nog verschillende photos van normale melk voorkomen, 
beperken we ons in figuur 9 tot een drietal typische diagrammen. 
Uit de resultaten blijkt vooreerst dat de fracties B en G domineren in 
het electrophoresediagramma van normale melk. De B komponent varieert 
in concentratie bij de verschillende monsters tussen 26,5 en 54,0 %. De grote 
schommelingen waaraan deze komponent onderhevig is vindt vooral zijn 
oorzaak in het feit dat hij in bepaalde gevallen een afbuiging vertoont, met 
vorming van een sneller lopende A komponent. Het is ons' niet mogelijk ge-
weest het eiwitkarakter dezer A komponent te bepalen, zo min als de oorzaken 
die zijn optreden beheersen en die aan individuele invloed moeten toege-
schreven worden. De beweeglijkheid van de B kompone~t varieèrt tussen 
7,2 à 7,7.10--~ met uitzondering van enkele experimenten.waaronder vooral 
N°8 459 - 460 - 462 err 468. In deze enkele experiment~,tn, waaronder de 
laatste vier betrekking hebben op dezelfde koe, bereiken :de beweeglijkheden 
voor de B en ook voor de andere komponenten, een merkélijk hoger waarde 
hetgeen, zoals het verschijnsel der afbuiging, aan individuele invloeden te 
wijten is. 
De G fractie, tweede hoofdkomponent, varieert in concentratie tussen 
13,5 en 25,1 % en bezit een beweeglijkheid van 3,3 à 3,6.10-ü, met uitzon-
dering van bovengenoemde enkele experimenten. 
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TABEL VIII. - Gehalte aan vet, totale N en caseïne N der onderzochte 
monsters. 
Vetgehalte Tot. N 
Exp. Aard % mg/100 g 
caseïne N 
mg/100 g % Tot. N 
102 Individuele melk 3,4 440,9 
105 Individuele melk 2,8 469,0 
106 Individuele melk 3,0 414,1 
127 Individuele melk 3,7 488,3 386,3 79,1 
131 Individuele melk 4,2 500,4 401,4 80,2 
135 Individuele melk 2,6 449,8 362,1 80,5 
140 Individuele melk 3,8 426,8 337,1 79,0 




152 Middagmelk 3,6 409,1 




162 Morgenmelk ' 2,9 454,7 
163 Middagmelk (zelfde koe 3,8 453,5 
165 Avondmelk . 3,6 452,5 
349,5 76,9 
351,0 77,4 
349,7 ·,--: q 
196 Individuele melk 1,9 398,1 324,3 81,5 
208 Individuele melk 1,6 405,5 327,3 80,7 
238 Mengmelk 2,2 459,6 355,1 77,3 
243 Mengmelk 522,4 400,8 76,7 
249 Mengmelk 2,7 437,8 339,9 77,6 
260 Mengmelk 3,3 487,8 383,0 78,5 
278 Individuele melk 3,3 467,0 380,3 81,4 
459 Links-achter uierkwartier 2,2 486,1 380,5 78,3 
460 Rechts-achter uierkwartier 2,0 478,2 375,3 78,5 
468 Links-achter uierkwartier 2,1 482,6 377,8 78,3 
462 Rechts-achter uierkwartier 2,0 481,1 377,1 78,4 
Steunend op de klassieke eiwitsamenstelling van normale melk (ongeveer 
87 % caseïne, 9 % albumine en 4 % globuline) ligt het voor de hand dat de 
twee hoofdkomponenten B en G in het electrophoresediagramma, caseïne 
fracties moeten zijn. Het parallelisme dat bestaat tussen de gevonden beweeg-
lijkheden voor de B en G komponent en de waarden opgegeven in de litera-
tuur voor de a en~ caseïne [G r ö n w a 11 (29), Hoste t tIer, R y c hen er 
& Kun z 1 e ( 43), Ni t s c h man n & Z u r c h er. (71) War n er (112)] 
is van dien aard, in acht genomen de verschillende onderzoekingsomstandig-
heden, dat we tot de onderlinge overeenstemming dezer fracties mogen 
besluiten. 
De volgende belangrijke toppen in het melkelectrophoresediagramma zijn 
de n en E komponenten. Dikwijls staan deze twee komponenten in het 
diagramma naast elkaar als twee afzonderlijke topjes, doch de ene top kan 
ook de andere gedeeltelijk overlappen. Deze twee eiwitfracties zijn eveneens 
aan grote schommelingen onderhevig. In concentratie varieert de D kom-
ponent tussen 0 en 10,6 % en de E komponent tussen 3,5 en 15,3 %. Hun 
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beweeglijkheden schommelen respectievelijk tussen 6,1 à 6,6.10- n en 5,4 à 
6,0.10- n, steeds abstractie gemaakt der bovengenoemde experimenten. Over 
het eiwitkarakter dezer twee komponenten alsmede van de komponenten C 
en F, kan men zich zo maar niet onmiddellijk uitspreken, doch de resultaten 
bekomen op hoog gecentrifugeerde melk en die we in paragraaf C van dit 
hoofdstuk bespreken, zullen ons hierover iets meer leren. 
Tenslotte vertoont het melkelectrophoresediagramma tussen de G kom-
ponent en de deltatop meestal nog een vlakke gradient. Een dergelijke gradient 
is uiterst moeilijk te karakteriseren en zeker op deze plaats waar zich bij 
eventueel onvolledige dialyse, bepaalde onregelmatigheden in het diagramma 
voordoen. Voorlopig nemen we aan dat deze gradient zou bestaan uit twee 
komponenten H 1 en H 2. De concentraties voor deze twee fracties variëren 
respectievelijk tussen 1,6 en 4,1 l){, en tussen 0 en 5,5 %. Het onderzoek op 
hoog-gecentrifugeerde melk (paragraaf C) zal ons iets leren over het eiwit-
karakter dezer komponenten. 
TABEL IX. - Relatieve procentische concentraties voor de verschillende 
fracties bekomen bij .electrophoretisch onderzoek der normale melkmonsters. 
Exp. N" A .I B c D E F G H, H2 
102 52,7 6,1 3,7 8,6 5,6 20,4 1,6 1,3 
105 4,0 41,4 9,2 15,3 3,8 20,9 2,2 3,2 
106 46,0 8,9 4,4 10,1 5,4 20,4 1,8 3,0 
127 47,6 8,4 3,9 12,4 5,5 17,7 2,1 2,4 
131 42,2 10,5 10,6 5,4 5,4 19,1 3,3 3,5 
135 8,5 42,5 4,6 1,4 7,9 3,5 23,8 3,6 4,2 
140 7,1 46,8 3,5 11,0 4,0 25,1 . 2,5 
148 54,0 7,0 3,3 11;3 4,6 17,9 1,9 
151 48,8 8,8 4,4 10,1 6,7 14,9 2,9 3,4 
152 52,2 8,5 3,7 11,2 6,3 13,5 2,2 2,4 
153 52,4 7,1 4,1 10,6 5,7 15,0 2,7 2,4 
162 15,3 29,9 5,8 4,8 13,5 3,2 22,5 4,1 0,9 
163 16,7 27,2 6,7 5,3 11,8 3,6 24,0 3,3 1,4 
165 15,9 26,5 7,3 5,7 11,8 3,7 23,7 3,9 1,5 
196 52,7 9,0 4,6 8,1 6,9 15,1 1,7 1,9 
208 46,5 .10,1 3,8 8,6 5,6 17,2 2,7 5,5 
238 49,2 10,2 9,0 3,8 4,9 19,4 1,6 1,9 
243 52,0 7,9 8,4 5,4 6,4 16,4 3,5 
249 50,5 9,3 7,5 4,0 4,7 19,6 2,5 1,9 
260 49,7 8,6 9,8 3,5 4,3 18,9 1,9 3,3 
278 8,8 39,3 8,5 9,1 5,7 6,1 16,6 2,4 3,5 
459 51,7 5,4 4,6 7,4 6,4 19,5 3,1 1,9 
460 49,8 7,0 4,4 8,0 5,7 20,7 3,0 1,4 
468 49,9 6,7 4,3 9,4 5,4 19,7 3,2 1,4 
462 48,3 7,7 4,3 8,3 6,6 18,3 3,6 2,9 
40. 
Ïn d.e onderzochte normale melkmonsters komen twee groepeh morgen~, 
middag- en avondmelkmonsters voor, genomen bij een zelfde koe (N°8 151-
152 - 153 en N°' 162 - 163 - 165). Wanneer men de resultaten dezer 
monsters even afzonderlijk beschouwt, dan blijken deze slechts aan relatief 
geringe schommelingen onderhevig te wezen. Hetzelfde kan gezegd worden 
van de variatie in de eiwitsamenstelling der melk van twee verschillende 
uierkwartieren, links achter en rechts achter, .die twee ochtenden na elkaar 
werden bemonsterd (N"' 459 - 460 en N"' 468 - 462). 
Uit het geheel van resultaten constateert men dat de relatieve proeen 
tische concentraties der verschillende fracties aan zeer grote schommelingen 
onderhevig zijn. Hiertegenover staan de nauwere grenzen waartussen de 
totale stikstofgehalten en zeker de caseïnegehalten, in procent van totale 
stikstof, zich bewegen. Aldus varieert het gehalte aan totale stikstof tussen 
398,1 à 542,8 mg % en het gehalte aan caseïnestikstof, in % van de totale 
stikstof, tussen 76,4 en 81,5 J'o. 
TABEL X. - Beweeglijkheden ( X 10--" cm2 Volt- 1 sec- 1 ) van de 
verschillende fractie,S bekomen bij normale melk. 
Exp. N" A B c D E F G H, IL 
102 7,6 7,0 6,6 5,9 4,7 3,8 2,4 1,4 
105 8,0 7,4 0,7 6,0 4,5 3,4 2,3 1,0 
106 7,4 6,7 6,3 6,0 4,7 3,5 2,4 1,3 
127 7,2 6,8 6,2 5,4 4,5 3,4 2,2 1,0 
131 7,2 6,7 6,1 5,4 4,3 3,3 2,1 1,1 
135 8,6 8,0 7,3 6,6 5,5 4,4 3,5 1,9 1,1 
140 8,6 8,0 7,1 6,0 4,7 3,5 1,9 
~48 7,3 6,7 6,2 5,5 4,4 3,3 2,3 
151 7,5 6,9 6,4 5,6 4,5 3,5 2,3 1,3 
152 7,3 6,6 6,1 5,4 4,4 3,4 2,1 1,1 
l!'i3 7,3 6,7 6,2 5,4 4,2 3,3 2,0 1,3 
162 8,8 7,9 7,4 7,0 6,5 5,2 3,8 2,5 1,5 
163 8,6 7,9 7,3 6,8 6,2 4,7 3,6 2,6 1,5 
165 8,4 7,7 7,1 6,7 6,2 4,9 3,6 2,5 1,2 
196 7,6 6,9 6,4 5,6 4,5 3,5 2,4 1,4 
208 7,2 6,6 6,1 5,4 4,3 3,4 1,9 1,3 
238 7,7 7,0 6,4 5,8 4,7 3,8 2,1 1,0 
243 7,7 7,0 6,4 5,9 4,7 3,6 1,9 
249 7,4 6,8 6,3 5,9 4,7 3,5 2,2 1,4 
260 7,6 6,9 6,3 5,7 4,7 3,6 1,9 1,2 
278 8,4 7,7 7,1 6,.5 6,0 5,0 3,6 2,6 1,9 
459 8,3 7,6 7,1 6,3 5,4 3,9 2,9 1,4 
460 8,4 7,7 7,2 6,3 5,2 4,0 3,1 1,7 
468 8,3 7,5 7,1 6,4 5,3 4,0 3,0 1,5 





Fig. 9. - Electrophoresediagrammen van normale melk. 
Stijgende grensvlakken. Dalende grensvlakken. 
We kunnen besluiten met de vaststelling dat de electrophoresemethode 
veel beter dan de chemische fractionneringsprocédés, een inzicht geeft in 
de eiwitsamenstelling, die bij normale melk vrij sterk kan uiteenlopen. 
B) Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van colostrum 
Van twee koeien werd de melk op verschillende tijdstippen post parturn 
electrophoretisch onderzocht. Bij toepassing der chemische fractionnering 
naar R o w 1 a n d (89) beperkten we ons, zoals trouwens ook in de volgende 
onderzoekingen, tot de bepaling van totale proteïnen, caseïne en globuline en 
werd de albumine berekend bij vérschil. 
Uit de uitslagen van de scheikundige fractionnering, vermeld in tabel XI, 
blijkt vooreerst dat de monsters, genomen onmiddellijk na kalven, een zeer 
hoog totaal stikstofgehalte vertonen. Dit totaal stikstofgehalte bedraagt 
1624,3 mg N per 100 g melk in het monster van koe A en daalt vrij snel 
gedurende de colostrumperiode, over de waarden 1390,3 mg na 4 uur; 1221,9 
42 
mg na 8 uur; 987,3 mg na 18 uur;, 785,5 mg na 30 uur tot 453,1 mg na 28 
dagen. Bij de monsters van koe B belopen de waarden 3245,5 mg na 0 uur; 
2466,6 mg na 6 uur; 1676,8 mg na 12 uur; 1319,9 mg na 20 uur; 985,2 mg na 
30 uur; 809,5 mg na 43 uur en 597,9 mg na 8 dagen. Analoog evolueren de 
gehalten aan proteïne stikstof en bedragen respectievelijk 1578,8 - 1343,8 -
1166,6- 934,4- 744,4 en 422,9 mg N per 100 g melk voor de monsters van 
koe A en 3151,8- 2387,6- 1604,9- 1252,5- 923,6- 752,1 en 555,4 mg N 
voor de monsters van koe B. 
Het gehalte aan caseïne stikstof bereikt in het monster van koe A, ge-
nomen onmiddellijk na kalven, 664,2 mg wat nochtans slechts 42,1 % uitmaakt 
van de totale proteïne stikstof. Dit procent caseïne op totale proteïnen 
stijgt geleidelijk met het tijdstip na kalven en bereikt achtereenvolgens de 
waarden van 46,5- 54,9- 65,9 - 73,6 en 82,8 %. De monsters van koe B 
vertonen dezelfde stijgende waarden: van 29,7 over 32,2 - 40,3 - 47,8 -
60,2- 71,0 tot 81,0 %. 
Wat het gehalte aan globuline betreft, blijkt uit tabel XI dat het procent 
op totale proteïnen in de monsters van koe A 41,7 % bedraagt bij kalven 
en dat dit getal daalt over de waarden 38,2 - 33,1 - 21,7 en 13,4 tot 4,6 % 
bij de normale melk. De monsters van koe B vertonen hetzelfde verloop doch 
méér geprononceerd: het globulineprocent daalt hier van 61,2 tot 6,4. Waar 
het procent caseïne op totale proteïnen stijgt gedurende de eerste uren na 
het kalven in de verhouding van ongeveer 1 tot 2 en 1 tot 2,7, daalt het glo-
buline procent van practisch 9 tot 1 en 10 tot 1 respectievelijk bij de monsters 
van· koeien A en B. 
De gehalten aan albumine in functie van de totale proteïnen, vertonen 
in beide monsters slechts geringe schommelingen gedurende de colostrum-
periode. 
Aangezien op de photos het visueel verloop van de electrophoretische 
eiwitsamenstelling gedurende de colostrumperiode analoog is bij de beide 
dieren en dit zowel op het diagramma der ·stijgende als op dit der dalende 
grensvlakken, worden alleen deze van koe B
1 
stijgende grensvlakken in figuur 
10 gereproduceerd. Bij het aandachtig beschouwen dezer photos komen de 
veranderingen in de melkeiwitsamenstelling gedurende de colostrumperiode 
zeer duidelijk tot uiting. De resultaten der diagramrnauittekeningen vermeld 
in tabel XII, tonen vooreerst dat de B komponent, dominerende fractie bij 
normale melk, slechts 22,2 'jó bedraagt in het monster van koe A, onmiddellijk 
na kalven. Dit procent stijgt met het tijdstip post parturn over de waarden 
26,0 na 4 uur; 31,2 na 8 uur; 43,6 na 18 uur; 51,6 na 30 uur tot 52,8 na 28 dagen. 
De monsters afkomstig van koe B geven een analoge stijging van de B kom-
ponent gedurende de nakalvingsperiode en wel van 12,1 na 0 uur; 14,2 na 6 
uur; 16,6 na 12 uur; 26,4 n_a 20 uur; 39,4 na ~0 uur; 45,7 na 43 uur tot 49,1 
na 8 dagen. De beweeglijkheid van de B komponent blijkt rond 7,5.10- 5 te 
schommelen. 
Ook de G komponent is aan een opvallende stijgin~ onderhevig gedurende 
de nakalvingsperiode. Deze komponent, waarvan de beweeglijkheid schom-
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"'" ' TABEL XI. - Uitslagen van de scheikundige fractionnering op de colostrummonsters. ""' 
Caseïne-N Globuline-N Albumine-N 
Tijdstip post TotaleN Niet- Prot. N ProteïneN in procent in procent in procent 
N" parturn mg/ lOOg mg/ 100 g rog / lOOg mg/ 100 g der mg/100 g der mg/ lOOg der 
melk melk melk melk Tot. Prot. N melk Tot. Prot. N melk Tot. Prot. N 
Koe A 
--
66 0 uur 1624,3 45,5 1578,8 664,2 42,1 658,4 41,7 256,2 16,2 
67 4 uur 1390,3 46,5 1343,8 625,6 46,5 512,8 38,2 205,4 15,3 
68 8 uur 1221,9 55,3 1166,6 640,4 54,9 386,7 33,1 139,5 12,0 
69 18 uur 987,3 52,9 934,4 616,0 65,9 202,8 21,7 115,6 12,4 
70 30 uur 785,5 41,1 744,4 547,7 73,6 100,0 13,4 96,7 13,0 
72 28 dagen 453,1 30,2 422,9 350,3 82,8 19,2 4,6 53,4 12,6 
---
KoeB 
166 0 uur 3245,5 93,7 3151,8 936,7 29,7 1926,6 61,2 288,5 9,1 
172 6 uur 2466,6 79,0 2387,6 769,3 32,2 1383,1 57,9 235,2 9,9 
168 12 uur 1676,8 71,9 1604,9 647,5 40,3 792,7 49,4 164,7 10,3 
174 20 uur 1319,9 67,4 1252,5 599,1 47,8 527,4 42,1 126,0 10,1 
170 30 uur 985,2 61,6 923,6 555,8 60,2 262,4 28,4 105,4 11,4 
171 43 uur 809,5 57,4 752,1 534,0 71,0 131,5 17,5 86,6 11,5 
176 8 dagen 597,9 42,5 555,4 450,0 81,0 35,5 6,4 69,9 12,6 
0 uur 20 uur 
S uur 30 uur 
12 uur 43 uur 
8 dagen 
Fig. 10. - Electrophoresediagrammen van colostrum op verschillen:ie tijdstippen post 
partum. 
Koe B - Stijgende grensvlakken. 
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TABEL XII. - Relatieve procentische concentraties voor de verschillende 
fracties bekomen bij electrophoretisch onderzoek van de colostrummonsters. 
Tijdstip 
post B c D E F G H 
partum 
Koe A 
0 uur 22,2 6,5 . 6,5 4,4 3,8 9,1 47,5 
4 uur 26,0 8,5 6,7 4,8 5,5 9,6 38,9 
8 uur 31,2 7,6 6,3 5,2 6,3 10,2 33,2 
18 uur 43,6 9,5 7,4 5,0 5,0 11,0 18,5 
30 uur 51,6 8,1 7,8 4,8 4,7 12,1 10,9 
28 dagen 52,8 12,2 5,9 6,2 4,5 15,0 3,4 
KoeB 
0 uur 12,1 7,0 . 8,5 3,4 2,6 6,6 59,8 
6 uur 14,2 7,2 8,5 4,7 3,1 8,4 53,9 
12 uur 16,6 7,6 9,5 4,5 2,6 11,3 47,9 
20 uur 26,4 5,8 9,1 3,5 2,7 12,4 40,1 
30 uur 39,4 5,8 8,0 3,9 3,0 13,9 26,0 
43 uur 45,7 5,3 7,3 4,4 5,0 17,2 15,1 
8 dagen 49,1 8,4 7,0 9,1 3,6 18,5 4,3 
Beweeglijkheden ( X 10- 5 cm2 Volt- 1 sec- 1 ) voor de verschillende fracties 
(koe B) 
0 uur 7,3 6,7 6,0 5,2 4,4 3,6 1,8 
6 uur 7,4 6,9 6,2 5,3 4,5 3,8 2,1 
12 uur 7,4 6,8 6,0 5,3 4,4 3,7 2,0 
20 uur 7,4 6,8 6,1 5,3 4,4 3,6 1,9 
30 uur 7,6 6,8 6,3 5,5 4,5 3,7 1,9 
43 uur 7,5 6,8 6,3 5,6 4,6 3,5 1.6 
8 dagen 7,8 7,1 6,5 6,0 4,9 3,6 2,0 
melt rond de 3,6.10- ·5 , stijgt bij de monsters van koe A van 9,1 tot 15,0 % en 
van 6,6 tot 18,5 % bij deze van koe B. Deze resultaten bevestigen aldus 
het bij voorgaand onderzoek vastgesteld caseïnekarakter van B en G kom-
ponen ten. 
Voor wat aangaat de H fractie, blijkt uit tabel XII dat deze in het monster 
voortkomende van koe A, genomen bij kalven, 47,5 % bedraagt; deze waarde 
daalt vrij snel gedurende de colostrumperiode tot 38,9 - 33,2 - 18,5 - 10,9 
en uiteindelijk 3,4 %. Analoog zijn de resultaten bekomen op de monsters van 
koe B : hier daalt de waarde van de H komponent van 59,8 % over 53,9 -
47,9- 40,1- 26,0 en 15,1 tot 4,3 %. De beweeglijkheid varieert tussen 1,6 en 
2,1.10- 5 • In vergelijking met de resultaten dei scheikundige fractionnering 
stemt deze H komponent merkwaardig goed overeen met het door uitzouting 
gevonden globulineprocent. 
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Wat de komponenten C, D, E en F aangaat, blijkt uit tabel XII dat deze 
geen belangrijke wijzigingen ondergaan gedurende de colostrumperiode. 
De uitslagen van het electrophoretisch onderzoek op colostrum bevestigen 
het caseïnekarakter van de B enG komponent en tonen het globuline karak-
ter aan van de H fractie. Zowel de resultaten der scheikundige fractionnering 
als van het electrophoretisch onderzoek tonen aan dat colostrum tegenover 
normale melk gekarakteriseerd wordt door een sterk verminderd caseïne-
gehalte en een vertienvoudigd globuline procent; naarmate de tijd na kalven 
vordert stijgt het caseïne en daalt het globulineprocent ,beide tot de normale 
waarden. Uit de resultaten van het electrophoretisch onderzoek blijkt daar-
enboven dat de a caseïne (B komponent) gedurende de colostrumperiode 
aan een sterker stijging onderhevig is dan de f:i caseïne (G komponent). 
C) Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van gecentrifugeerde 
melk. 
Uit de resultaten van voorgaande onderzoekingen blijkt dat de B en G 
fracties in het melkelectrophoresediagramma overeenstemmen respectievelijk 
met de a en ~ caseïne, wijl de H fractie een globuline karakter bezit. Ten-
einde ons in ·te lichten over het eiwitkarakter der ander fracties werd een 
onderzoek ingesteld op gecentrifugeerde melk. Bij de bespreking van het 
ophelderingsprocédé voor melk, werd vermeld dat men slechts het vet mag 
verwijderen door sterk centrifugeren nà dialyse, daar anders de caseïne ge-
deeltelijk geprecipiteerd wordt. Wanneer men nu evenwel opzettelijk de 
melk centrifugeert vóór dialyse, bekomt men een serum waarvan het caseïne-
gehalte, uitgedrukt in procent van totale proteïnen, verminderd is ten voordele 
van het albumine-globuline gehalte. In de electrophoresediagrammen van 
dergelijke sera, bereid door centrifugeren van melk met stijgende centrifu-
gaalkracht, zullen dan ook de caseïnetoppen verminderen wijl de niet-
caseïne toppen duidelijk zichtbaar worden. 
Drie proeven werden uitgevoerd, twee op normale melk en één op 
colostrum. Vóór dialyse werd de melk gecentrifugeerd bij 10.000 à 40.000 
toeren, overeenstemmend met een centrifugaalkracht van 7.000 à 38.000 grav. 
Op de ongecentrifugeerde melk alsmede op de bekomen sera werden de 
scheikundige fractionnering en de electrophoresemethode toegepast. 
TABEL XIII. - Resultaten der scheikundige fractionnering van de normale 
melkmonsters vóór en nà centrifugeren. 
Aard Toegepaste Tot. N Caseïne N 
van het mon~ter CPntrifu~:~aalkr""ht rnv /1 00 f! rno /100 u OJ~ Tot. N 
Melk (proef 1) 522,4 400,8 76,7 
Serum I 7.000 grv. 339.9 209,5 61,6 
Serum II 25.000 grav. 269,7 138,5 51,4 
Melk (proef 2) 437.8 339.9 77,6 
Serum I 7.000 grav. ?07.3 207.8 67.6 
Serum II 25.000 grav. 172.5 74.0 42.9 
Serum III 38.000 grav. 143,5 40,8 28,4 
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Van het eerste melkmonster werden twee sera bereid, door centrifugeren 
der volle melk, het eerste bij 7.000 grav., het tweede bij 25.000 grav. Zoals 
blijkt uit tabel XIII bedroeg het caseïnegehalte in procent van totale stikstof 
in het melkmonster 76,7 % en daalde in de sera respectievelijk tot 61,,6 en 
51,4 %. Uit de resultaten van het electrophoretisch onderzoek vermeld in 
tabel XIV, blijkt dat de B kom!)onent, beweeglijkheid 7,5 à 7,8.10- 5, daalt · 
van 52,0 c_;(; in de melk tot 44,0 en 36,4 in de sera, wijl de G komponent, 
beweeglijkheid 3,6 à 3,8.10- ö, van 16,4 % in éie me~k zeer lichtjes stijgt tot 
17,9 En 18,1 % in de sera. Onze voorgaande onderzoekingen bewezen het 
caseïne karakter van de B en G komponent wat bevestigd wordt én door de 
TABEL XIV.- Resultaten van het e!ectrophoretisch onderzoek der normale 
melkmonsters vóór en nà centrifugeren. 
Exp. Aard van 
N" het monster B c D E F G H. H · 
Rel at' eve procent' sche concentraties voor de \~erschillend ~ fracties 
243 Melk (proef 1) 52,0 7,9 8,4 5,1 6,4 16,1 3,5 
241 Serum I 44,0 6,8 12,4 9,1 4,3 17,9 5,5 
242 Serum II 36,4 6,1 16,7 11,0 4,2 18.1 7,5 
249 Melk (proef 2) 50,5 9,3 7,5 4,0 4,7 19,6 2,5 1,9 
247 Serum I 42,5 9,9 10,6 5,9 6,1 18,6 3,9 2,5 
246 Serum II 34,1 6,5 16,9 10,3 6,3 17,2 4,9 3,8 
245 Serum III 22,8 3,6 22,1 14,0 7,4 17,1 7,J 5,:) 
Beweeglijkheden ( X 10-" cm2 Volt- 1 sec. - 1 ) voor de verschillende 
fracties 
243 Melk (proef 1) 7,7 7,0 6,4 5,9 4,7 3,6 1,0 
241 Serum l 7,8 7,l 6,4 5,8 4,8 3,8 2,0 
242 Serum II 7,5 7,0 6,2 5,5 4,6 3,6 1,9 
249 Melk (proef 2) 7,4 6,8 6,3 5,9 4,7 3,5 2,2 1,4 
247 Serum I 7,6 7,0 6,4 5,9 4,5 3,5 2,0 1,2 
246 Serum II 7,7 6,9 6,3 5,8 4,7 3,6 2,5 1,5 
245 Serum III 7,6 7,1 6,4 5,9 4,7 3,7 2,4 1,1 
sterke daling van de B komponent en eveneens door de zeer lichte stijgin~ 
van de G komponent. Het feit dat de B fractie sterk daalt en de G fractie 
lichtjes stijgt, leert ons dat de a caseïne een veel geringer stabiliteit bezit 
dan de ~ caseïne. Uit de daling van de C komponent, beweeglijkheid 7,0 à 
7,1.10- 5, van 7,9 over 6,8 tot 6,1 % moet besloten worden dat deze eveneens 
een caseïne karakter bezit met geringe stabiliteit. 
De komponenten D, E en H 1 vertonen alle drie .een sterke stijging: in 
de melk bereiken ze respectievelijk 8,4; 5,4 en 3,5 % wijl in de sera de waar-
den gestegen zijn van 12,4; 9,1 en 5,5 % tot 16,7; 11,0 en 7,5 %. De beweegi-
lijkheden voor deze drie fracties belopen respectievelijk 6,2 à 6,4; 5,5 à 5,9 en 
1,9 à 2,0.10- 5• De stijging van de H 1 komponent was te verwachten aan-
gezien het voorgaand onderzoek · ons reeds leerde dat deze een globuline 
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karakter bezit. Uit de stijging van de D en E komponenten kan men besluiten 
dat dit eveneens niet-caseïne ~racties zijn. Deze komponenten zouden over-
eenstemmen met wat in de oudere literatuur lactalbumine werd genoemd. 
Van het tweede melkmonster, werden drie sera bereid door centri-
fugeren van de volle melk respectievelijk bij 7.000 grav., 25.000 grav. en 
38.000 grav. Het caseïnestikstofgehalte, uitgedrukt in totale stikstof, dat in 
het melkmonster 77,6 '/{ bedraagt, is in de sera gedaald tot 67,6; 42,9 en 
28,4 % (tabel XIII). De uitslagen van de electrophorese proeven gegeven in 
tabel XIV tonen vooreerst de daling van de B komponent, beweeglijkheid 
7,4 à 7,7.10- ", van 50,5 in de melk tot 42,5; 34,1 en 22,8 % in de sera. De 
tweede caseïne fractie, de C komponent, beweeg:ijkheid 6,8 à 7.1.10-~·. 
bereikt in de melk een gehalte van 9,3 '/c en in de sera respectievelijk 9,9; 
6,5 en 3,6 ~~; . Het gehalte van de derde caseïne fractie of G komponent, be-
weeglijkheid 3,5 à 3,7.10 -'·, varieert van 19,6 % in de melk tot 17,1 % in 
serum III. Uit deze resultaten volgt het zelfde besluit als in de eerste proef : 
de Ben C caseïne komponenten worden veel vlugger uitgecentrifugeerd dal). 
de G caseïne komponent. 
De niet-caseïne fractiesDen E, beweeglijkheden 6,3 à 6,4 en 5,8 à 5,9.10- --·, 
zijn in de sera sterk gestegen. De gehalten belopen in de melk respectievelijk 
7,5 en 4,0 en in de sera 10 6 en 5,9; 16,9 en 10,3 en tenslotte 22,1 en 14,0 %. 
Wat de g:obuline fractie H betreft, weze opgemerkt dat deze fractie zich 
outdubheld heeft in de komponenten H 1 en H~ met beweegtijkheden 2,0 à 
2,5 Pn 1,1 à 1,5,10 -". In de melk belopen de concentraties 2,5 en 1,9 7o en 
in de sera 3,9 en 2,5; 4,9 en 3,8 en uiteindelijk 7,1 en 5,9 %. 
In de derde proef werd uitgegaan van melk, bemonsterd op het einde 
van de co~ostrumperiode . Er werden v!er sera bereid respectievelijk door 
centrifugeren der volle melk bij 7.000 grav. - 25.000 grav. en 38.000 grav. 
gedurende 10 minuten en gedurende een half uur. Uit de resultaten van de 
scheikundige fractionnering gegeven in tabel XV, blijkt dat de colostrum 
76,1 % caseïne in ';i van totale proteïnen inhoudt; dit cijfer daalt in de 
respectievelijke sera tot 65,5 - 55,4 - 32,3 en 28,6 'jó . Het globuline en 
albumine procent dat in de niPt gecentrifugeerde colostrum ongeveer een 
gelijke waarde bereikt nl. 11.8 en 12,1 ';~ , stijgt gelijkwaardig in de sera van 
17,1 en 17,4 tot 35,3 en 36,1 o/r . 
Figuur 11 toont zeer duidelijk het visueel verloon aan van de verschil-
lende komponenten in de electrophoresediagrammen, bekomen met de onge- · 
centrifugeerde <n gecentrifugeerde colostrum. Aangezien dit visueel verloo:o 
zich analoog voordoet in de drie proeven, zowel o:o de diagrammen der stij-
gende als der dalende grensvlakken, reoroduceren we in fi~. 11 alleen de 
diagrammen der stijgende grensvlakken bekomen met proef 3. 
Uit tabel XVI blijkt dat de eerste en grootste caseïne komponent B, 
beweeglijkheid 7,5 à 7,7.10 -:o, daalt van 48,8 % in het melkmonster tot 37,9; 
31,3; 19,9 en 15,7 % in de sera. De tweede en kleinste caseïne komponent C, 
beweeglijkheid 6,8 à 7,1.10- \ ondergaat eerst een lichte stijging van 10,0 % 
tot 12,0 % om daarna te dalen tot 10,6; 3,6 en 3,0 %. De derde caseïne 
... 
Serum II Scrum III 
Fig. lL - Electrophoresediagrammen van melk en er uit bereide sera, beko-nen door 
centrifugeren met een variërende centrifugaalkracht gaande van 7.000 tot 
38.000 X gravitatie. 
3' Proef - Stijgende grensvlakken. 
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TABEL XV.- Resultaten der scheikundige fractionnering van het monster 
colostrum vóór en nà centrifugeren. 
Caseïne N Globuline N , AlbumineN 
Aard Toegepaste ... "" "" bil "" "" "" van het Zo Zo Zo 0 i 0 i 0 i CentrUugaal _ _ .o V .o .o 0 0 0 
monster kracht ~~ ze:::: o:::: - ~~ - ~ 0.: ~ 0.: ---- ---- ----... "" "" "" • bi; o.bll o.. E ':.., 1:-< "" 1:-< E E E E = 
Melk (proef 3) 720,0 34,0 686,0 521,7 76,1 80,9 11,8 . 83,4 12,1 
Serum I 7;000grav. 547,9 34,7 513,2 336,1 65,5 87,8 17,1 89,3 17,4 
Serum 11 25.000 grav. 442,4 34,3 408,1 226,0 55,4 89,5 21,9 92,6 22,7 
Serum III 38.000 grav./10' 304,4 35,2 269,2 87,0 32,3 90,5 33,6 91,7 34,1 
Serum IV 38.000 grav./30' 286,9 35,6 251,3 71,8 28,6 88,8 35,3 90,7 36,1 
TABEL XVI. - Resultaten van het electrophoretisch onderzoek van het 
monster colostrum vóór en nà centrifugeren. 
Exp. Aard van 
N• het monster B c D E F G H, H, 
Relatieve pröcentische concentraties voor de verschillende fracties 
254 Melk (proef 3) 48,8 10,0 6,3 4,0 5,2 13,2 2,5 10,0 
257 Serum I 37,9 12,0 8,5 5,5 5,0 14,6 2,7 13,8 
252 Serum II 31,3 10,6 11,6 7,8 4,3 14,3 3,3 16,8 
255 Serum lil 19,9 3,6 15,8 10,9 6,9 11,2 5,7 26,0 
250 Serum IV 15,7 3,0 17,2 11,7 7,0 9,9 7,3 28,2 
Beweeglijkheden ( X 10- .-, cm~ Volt - 1 sec- 1) 
254 Melk (pr~ef 3) 7,6 6,9 6,3 5,9 4,9 3,7 2,8 1,8 
257 Serum I 7,5 6,8 6,2 5,8 4,9 3,6 2,5 1,6 
252 Serum II 7,7 7,1 6,4 5,9 4,7 3,7 2,5 1,6 
255 Serum UI' 7,6 7,0 6,4 5,9 4,6 3,6 2,5 1;3 
250 Serum IV 7,6 7,1 6,4 5,9 4,6 3,6 2,6 1,6 
komponent G, beweeglijkheid 3,6 à 3,7.10·-\ is eveneens eerst aan een lichte 
stijging onderhevig van 13,2 tot 14,6 % om daarna te dalen tot 14,3; 11,2 en 
9,9 %. 
De niet-caseïne komponenten D en E, beweeglijkheden 6,2 à 6,4 en 5,8 
à 5,9.10-~, stijgen in concentratie respectievelijk van 6,3 en 4,0 % in de 
ongecentrifugeerde colostrum tot 8,5 en 5,5 in serum I; 11,6 en 7,8 in sérum II; 
15,8 en 10,9 in serum III en tenslotte tot 17,2 en 11,7 in serum.IV. 
Voor wat de globuline aangaat, treft men twee komponenten aan, H 1 
en H 2, beweeglijkheden 2,5 à 2,8 en 1,6 à 1,8.10- 5 , die in de colostrum voor 
2,5 en 10,0 % voorkomen. Deze twee komponenten stijgen ·in de sera en 
bereiken respectievelijk de waarden van 2,7 en 13,8; 3,3 en 16,8; 5,7 en 26,0 
tot 7,3 en 28,2 %. 
Voor het variërend verloop van de F komponent in de drie proeven 
kunnen we geen uitleg geven; mogelijks is deze gemengd en bestaat uit een 
caseïne en een niet-caseïne komponent die in schommelende concentraties 
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voorkomen. Vermelden we hier dat Gordon & Se m met t (28) uit 
melkwei een fractie hebben afgezonderd, a lactalbumine genoemd, die in 
een concentratie voorkomt van ongeveer 2 % en in veronalbuffer (pH = 8,5 
& ~l = 01) een beweeglijkheid bezit van 4,2.10- :;. Aangezien deze fractie 
slechts een paar procenten uitmaakt van de totale melkeiwitten, is het niet 
uitgesloten dat in de F komponent (beweeglijkheid 4,6 à 4,9.10- 5 ) de a 
lactalbumine van G o r d o n begrepen is. 
D.it onderzoek op ongecentrifugeerde en gecentrifugeerde melk (normale 
en co~ostrum) laat ons toe te besluiten dat in melk drie caseïne fracties 
(B, C en G) en drie à vier niet-caseïne fracties (D, E, H 1 en H 2) voorkomen. 
Van de drie caseïne fracties bezit de snelst lopende (B) (a caseïne) 
de ger;ngste stabiliteit en de traagst lopende (G) (~ caseïne) de h0ogste 
stabiliteit tegen de centrifugaalkracht. Deze waarneming is niet in overeen-
stemming met de resultaten van H o s t e t t 1 e r ( 43) die een constante ver-
houding v:ndt tussen a en ~ caseïne in de sedimenten, bekomen door centri-
fugeren van melk bij 1.000 à 17.100 grav. Ook wanneer men de gehalten 
aan B en G fractie uitdrukt in hun onderlinge verhouding (zie tabel XVII), 
dan blijkt duidelijk dat deze verhouding varieert in melk en sera in functie 
van de toegepaste centrifugaalkracht. 
TABEL XVII. - Verhouding tussen B en G komponent, respectievelijk 
a en f) caseïne, in de melk vóór en nà centrifugeren. 
Gehalten aan B en G komp .:>mmt 
in % van alle fracties in % van <te frac ti<!s B + G 
B G B G 
Melk (proef 1) 52,0 16,4 76,0 24,0 
Serum I 44,0 17,9 71,1 28,9 
Serum II 36,4 18,1 66,8 33,2 
Melk (proef 2) 50,5 19,6 72,0 28,0 
Serum I 42,5 18,6 69,6 30,4 
Suum II 34,1 17,2 66,5 33,5 
Serum III 22,8 17,1 57,1 42,9 
Me:k (proef 3) 48,8 13,2 78,7 21,3 
Serum I 37,9 14,6 72,2 27,8 
Serum II 31,::: 14,3 68,6 31,4 
Serum III 19,9 11,2 64,0 36,0 
Serum IV 15,7 9,9 61,3 38,7 
Wat de niet-caseïne frac ties D en E aangaat, laten we opmerken dat 
recente onderzoekingen hebben uitgemaakt dat de albumine, gevonden door 
chemische fractionnering, bestaat uit minstens twee fracties waaronder de 
~ lactoglobuline van Pa 1 me r (73). De beweeglijkheid dezer ~ lactoglobuline 
bedraagt volgens De uts c h (22) 6,1 en volgens B r i g g s & Hu 11 (10) 
6,3.10- ''. Wij vinden cveneem dat naast cle globuline no~ twee ander niet-
caseïne komponenten voorkomen, D en E, waarvan de D komponent (be-
weeglijkheid 6,2 à 6,4.10- ") zou overeenstemmen met de j3 lactoglobuline. 
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Wat tenslotte de H 1 en H 2 fracties betreft, blijkt uit de resultaten dat 
ze tot de globuline groep behoren, zoals trouwens reeds aangetoond werd in 
het colostrumonderzoek. Dit sluit nochtans de mogelijkheid niet uit dat de 
vlakke gradient, gelegen tussen de G fractie {(3 caseïne) en de deltatop, be-
komen bij onderzoek van normale melk, naast de globuline fracties H 1 en H2 
ook een kleine fractie y caseïne, gevonden doorHip p en medewerkers (41), 
zou inhouden. 
D) Resultaten bekomen bij electrolJhoretisch onderzoek van melk van einde 
lactatie. 
In aansluiting met ons onderzoek over de samenstelling van colostrum 
en waarvan de resultaten besproken werden in paragraaf B van dit hoofdstuk, 
leek het ons wel interessant de eiwitsamenstelling te bepalen in melk van 
einde lactatie. 
De melk van zeventien koeien, in periode van einde lactatie verkerend, 
werd onderzocht op eiwitsamenstelling, zowel bij middel van de methode 
der scheikundige fractionnering als van de electrophorese. 
Wat het totaal stikstofgehalte betreft1 blijkt uit tabel XVIII dat zulks 
varieert tussen 469,0 à 1429,1 mg Yc en dus in de meeste gevallen boven de 
normale waarden ligt. De cijfers voor de totale proteïne stikstof tonen een 
analoge verhoging. Het caseïne gehalte in procent van totale proteïnen 
varieert tussen 44,7 à 82,9 %, wijl voor globuline en albuminegehalte deze 
cijfers respectievelijk 5,8 à 45,3 % en 10,0 à 32,5 o/o belopen. De resultaten 
van de scheikundige fractionnering wijzen er op dat de eiwitsamenstelling 
der melk van einde lactatie, alhoewel sterk uiteenlopend, meestal een daling 
vertoont in caseïne procent ten voordele van albumine en globuline. Ook 
Nes en i & Kor p r i c h (69) en R o w land & Z ei n-E 1-D in e (90) 
constateerden een verlaagd caseïnegehalte in melk van einde lactatie. 
De resultaten der ontleding van de bekomen electrophoresediagrammen 
gegeven in tabellen XIX en XX tonen vooreerst dat de B fractie, dominerende 
~ komponent in het electrophoresediagramma van normale melk, in de meeste 
gevallen lager waarden bereikt dan normaal en nog slechts 15,6 % 
bedraagt in No 220. De tweede belangrijkste caseïne fractie, de G komponent, 
varieert tussen 5,1 en 17,3 5'c en ligt dus zoals de B komponent meestal onder 
de normale waarde. Ook de C komponent bereikt lager waarden dan in de 
normale melk en is zelfs totaal verdwenen in bepaalde gevallen. In tegen-
stelling met de caseïnefracties B, C en G bereiken de niet-caseïne fracties 
D, E en H hoger waarden dan in normale melk. Aldus. ·schommelt de D 
komponent tussen 6,2 à 35,3 %, de E komponent tussen 4,3 à 12,3 % en de H 
komponent tussen 4,0 à 44,3 o/o . Deze laatste waarde van 44,3 % voor de H 
komponent doet ons terugdenken aan colostrum, waar ook dergelijke cijfers 
werden bekomen. 
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CJ1 TABEL XVIII. - Uitslagen van de scheikundige fractionnering der melkmonsters van einde lactatie. 
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88 6 maanden 3 maanden 520,0 24,0 496,0 320,5 64,6 82,2 16,6 93,3 18,8 
90 - 3 maanden 655,1 36,3 618,8 277,7 44,9 174,6 28,2 166,5 26,9 
109 16 maanden - 620,7 22,4 598,3 372,2 62,2 80,9 13,5 145,2 24,3 
184 9 maanden 3 maanden 469,0 22,5 446,5 289,3 64,8 57,7 12,9 99,5 22,3 
188 20 maanden niet drachtig 556,2 24,3 531,9 387,9 72,9 42,0 7,9 102,0 19,2 
193 zelfde koe 14 dagen later 545,4 24,3 521,1 365,4 70,1 49,1 9,4 106,6 20,5 
207 10 maanden 1 l/3 maand 1429,1 26,5 1402,6 627,2 44,7 635,6 45,3 139,8 10,0 
212 15 maanden 25 dagen 875,6 22,7 852,9 515,8 60,5 195,3 22,9 141,8 16,6 
214 12 maanden 20 dagen 792,5 31,5 761,0 616,8 81,1 47,6 6,2 96,6 12,7 
217 12 maanden 1 maand 679,6 31,3 648,3 399,9 61,7 108,9 16,8 139,5 21,5 
218 18 maanden 3 maanden 981,6 33,5 918,1 740,0 78,0 84,9 9,0 123,2 13,0 
220 - 1 maand 869,4 50,2 819,2 367,7 44,9 185,1 22,6 . 266,4 32,5 
222 12 maanden 13 dagen 950,9 26,4 924,5 659,2 71,3 158,6 17,2 106,7 11,5 
225 12 maanden 13 dagen 770,5 26,1 744,4 562,5 75,6 78,8 10,6 103,1 13,8 
226 12 maanden 21 dagen 838,8 27,5 811,3 672,6 82,9 47,2 5,8 91,5 11,3 
227 12 1/ 2 maanden 14 dagen 843,9 32,6 811,3 422,5 52,1 225,0 27,7 163,8 20,2 
228 - 1 1/2 maand 594,8 30,4 564,4 387,0 68,6 52,0 9,2 125,4 22,2 
TABEL XIX. - Reiatieve procentische concentraties voor de verschiliende 
fracties bekomen bij onderzoek der melkmonsters van einde lactatie. 
Exp. 
N" B B' c D E F G H 
88 43,9 10,9 8,9 8,3 4,6 5,1 18,3 
90 29,3 8,9 19,9 12,3 2,9 8,7 18,0 
109 37,9 . 8,2 20,2 9,4 4,2 7,2 12,9 
184 35,7 17,0 11,8 6,8 7,5 9,2 12,0 
188 42,6 10,2 6,6 9,8 5,6 7,1 11,7 6,4 
193 35,0 17,4 3,2 10,3 6,5 6,7 10,4 10,5 
207 20,3 5,6 6,2 11,6 3,7 8,3 44,3 
212 23,7 16,2 16,5 10,4 4,8 8,0 20,4 
214 44,3 6,6 5,1 10,1 4,3 6,4 17,3 5,9 
217 29,4 12,9 5,7 15,5 4,9 4,8 9,3 17,5 
218 36,8 12,6 4,9 13,6 4,8 4,4 13,8 9,1 
220 15,6 14,0 35,3 11,2 6,7 17,2 
222 37,2 8,9 4,7 13,4 5,1 4,4 9,8 16,5 
225 45,7 7,3 5,1 9,7 6,1 4,9 10,4 10,8 · 
226 48,0 6,6 4,6 7,4 9,2 5,9 14,3 4,0 
227 26,7 13,3 17,2 7,4 4,7 6,7 24,0 
228 37,2 12,9 17,1 5,5 5,7 11,7 9,9 
TABEL XX. - Beweeghjkheden (X 10- :; cm2 Volt- 1 sec-1 ) voor de 
verschillende fracties bekomen bij onderzoek der melkmonsters van einde 
lactatie. 
Exp. 
No B B' c D E F G H 
109 7,3 6,8 6,1 . 5,2 4,4 3,4 1,6 
184 7,3 6,6 6,0 5,5 4,7 3,4 1,6 
188 7,3 6,8 6,5 6,1 5,7 4,8 3,5 1,9 
193 7,3 6,7 6,4 6,0 5,6 4,7 3,4 1,6 
207 7,5 7,0 6,5 5,8 4,6 3,5 1,8 
212 7,5 6,9 6,1 5,3 4,4 3,5 1,6 
214 7,2 6,7 6,4 6,0 5,5 4,6 3,3 1,8 
217 7,2 6,7 6,4 6,0 5,5 4,7 3,4 1,7 
218 7,1 6,7 6,4 6,0 5,4 4,4 3,2 1,5 
222 7,5 7,1 6,7 6,2 5,6 4,4 3,2 1,6 
225 7,1 6,7 6,4 6,0 5,6 4,6 3,3 1,6 
226 7,1 6,7 6,4 6,1 5,4 4,4 3,2 1,7 
227 7,8 7,1 6,5 5,7 4,6 ?,5 1,8 
228 7,3 6,8 6,2 5,8 4,8 3,3 1,7 
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Het hoofdkenmerk evenwei der electrophoresediagrammen bekomen met 
melk van einde lactatie, ligt in de aanwezigheid van een nieuwe komponent, 
gelegen tussen B en C en die we dan ook B' noemen. Deze nieuwe komponent 
die in een concentratie voorkomt van 5,6 à 17,4 % is waarschijnlijk identisch 
met de bloedserumalbumine. P es ket t & F o 11 e y (78) konden door 
immunologische proeven de aanwezigheid van bloedalbumine in melk aan-
tonen. Verder vonden Deutsch (22), Smith (97) en Stanley, 
Wh i t na h & Andre w s (100) bij electrophoretisch onderzoek van wei 
een kleine fractie van ongeveer 5 % die, althans voor wat de beweeglijkheid 
betreft, met de bloedalbumine zou overeenstemmen. Zelfs werd door 
Co u 1 s on & Stevens (17) alsmede door Po 1 is, S h m uk 1 er & 
Cu ster (82) een albumine uit melk gekristalliseerd die identisch bleek 
met de bloedalbumine. Bij electrophoretisch onderzoek van normale melk kan 
men deze bloedalbumine niet terugvinden wegens de te geringe concentratie, 
doch bij einde lactatiemelk zou deze wel te voorschijn treden. Bij einde 
lactatiemelk immers zou de selectiviteit der uiercellen dermate verminderen 
dat de gemakkelijk diffundeerbare bloedalbumine in de melk terecht komt. 
We moeten er trouwens op wijzen dat in een zeer recente publicatie Bar r y 
& R o w 1 a nd (4) verklaren als gevolg van een uitgebreid onderzoek over 
natrium, kalium, chloride en lactosegehalten in melk en bloedserum, dat melk 
van einde lactatie in samenstelling overeenstemt met normale melk gemengd 
met een vloeistof die slechts weinig in samenstelling verschilt van bloed-
serum. In een uitgebreid literatuuroverzicht nopens melk van einde lactatie 
vermelden Ho u di nier e & Th ie u 1 in (45) de verschillende uiteen-
lopende typen die kunnen voorkomen en onder meer << lait de rétention » 
die in samenstelling op deze van bloed gaat gelijken en « lait de tarissement 
en période de gestation avancée » die veel gelijkenis vertoont met colostrum. 
Van de verschillende bekomen electrophoresediagrammen reproduceren 
we er drie in figuur 12, waartoe de andere min of meer kunnen herleid 
worden. Het beeld N° 226 stemt practisch overeen met dit van normale melk, 
N° 207 lijkt zeer goed op een colostrumdiagramma, wijl n° 212 een typisch 
einde lactatiemonster voorstelt. 
We kunnen dus besluiten met de vermelding dat het electrophorese-
diagramma der melk van einde lactatie, buiten enkele gevallen waar het 
lijkt op dit van normale melk of dit van colostrum, zich in het bijzonder 
karakteriseert door een vermindering der caseïne fracties B, C en G, een 
vermeerdering der niet-caseïne fracties D, E en H en de aanwezigheid van 
een fractie B', waarschijnlijk identisch met de bloedserumalbumine. 
E) Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van mengsels melk 
en bloed en.. van melk en bloedserumalbumine. 
Met het doel ons meer zekerheid te geven over het bloedserumalbumine-
karakter van de B' komponent, gevonden in melk van einde lactatie, werden 
volgende twee r~eksen onderzoekingen uitgevoerd. 
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N" 226 
N " 207 
N " 212 
Fig. 12. - Electrophoresediagrammen der melk van einde lactatie. 
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În de eerste reeks onderzoekingen werd. de eiectrophoresemethode uH-
gevoerd op een melkmonster, een monster runderbloedserum en drie ver-
schillende mengsels dezer twee monsters. De bekomen diagrammen zijn 
gereproduceerd in figuur 13 en de uitslagen der uittekeningen in tabel XXI. 
Hieruit blijkt dat het melkmonster gekarakteriseerd is door de caseïnefracties 
B (49,2 %), C (7,6 % ) enG (17,8 %) en de niet-caseïnefracties D (9,1 % ), 
E (5,2 %), H 1 (2,1 %) en H 2 (3,8 %). Het runderbloedserum bezit naast de 
albumine (36,1 %) nog een .zevental ander fracties, waarschijnlijk globulines. 
De diagrammen bekomen met de mengsels melk en bloedserum tonen vrij 
duidelijk dat de bloedserumalbumine zich vestigt tussen de B en C caseïne 
fracties, wat dus pleit voor een mogelijke overeenstemming van de bloed-
serumalbumine met de B' komponent der melk van einde lactatie. 
Het blijkt ook uit de diagrammen der mengsels dat de niet-caseïne 
komponenten overlapt worden door bepaalde b1oedserumglobuli~n, wat 
natuurlijk niet wil zeggen dat deze fracties overeenstemmen · met elkander. 
Het is nochtans niet uitgesloten dat de vlakke gradient tussen de ~ caseïne 
(G komponent) en de deltatop, waar we het reeds over hadden en die in 
bepaalde melkmonsters tamelijk groot is, uit y bloedglobulines naast even-
tuele y caseïne zou_ bestaan. Verder staat het vast uit de onderzoekingen van 
Hans en & Ph i 1 i p s (33), ' Jam es on, A 1 vare z Tost ad o & 
S ort o r (47) alsmede vanJan ss en (49) dat het gehalte aan y globulines 
in het bloedserum van pas geboren kalveren uiterst gering is, doch na op-
name van colostrum gedurende een paar dagen normale waarden bereikt. 
In de tweede reeks onderzoekingen werd de electrophoresemethode 
uitgevoerd op een monster colostrum, een bloedserumalbumineoplossing (~) 
en drie verschillende mengsels dezer twee monsters. De resultaten der ont-
leding van de bekomen diagrammen (figuur 14 en tabel XXII) vertonen 
voor het melkmonster, genomen op het einde van de colostrumperiode, licht 
verminderde caseïne fracties B ( 45,0 %) , C (8,3 %) en G (13,1 % ) , naast 
een goed geprononceerde H komponent (14,8 % ). De albumineoplossing die 
nog verontreinigd was met globulinefracties, 'vertoont een zuivere albumine-
top van 69,9 %. De diagrammen bekomen met de mèngsels laten terug 
duidelijk zien dat de bloedserumalbumine zich vestigt tussen de B en C 
komponenten, wat pleit voor de overeenStemming met de B' komponent der 
melk van einde lactatie. Ook de gevonden beweeglijkheidswaarden komen 
onderling overeen. Er moet nochtans aan toegevoegd worden dat het verschil 
in beweeglijkheid tussen de B (a caseïne) en de B' (bloedserumalbumine) 
komponent, tamelijk gering is, zodat het moeilijk wordt deze twee kompo-
nenten, vooral bij lage concentratie aan B', uit elkaar te houden. In volgende 
paragraaf worden dan ook de resultaten besproken van een onderzoek dat 
werd ingesteld om hieraan te verhelpen. 
(• ) Aangezien we op het ogenblik van dit onderzoek over geen bloedserumalbumine 
• Armour • beschikten, bereidden we de oplossing door verzadigen van runderbloed-
serum met Mg SO,, waarna dialyse van het filtraat . 
58 




Fig. 13. - Electrophoresediagrammen van melk, bloedserum en een mengsel. 
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TABEL XXI. - Resultaten van het electrophoretisch onderzoek op melk, bloedserum en mengsels. 
m Exp. 
0 No Aard B B' c D E F F' G H1 H2 H , H, -------
Relatieve procentische concentraties 
----
270 melk 49,2 - 7,6 9,1 5,2 5,2 - 17,8 2,1 3,8 
272 95 ml melk + 5 ml serum 41,1 4,7 5,4 8,7 5,7 4,7 - 15,4 2,9 5,7 3,4 2,3 
268 65 ml melk + 10 ml serum 33,7 11,9 3,3 9,0 6,7 3,6 - 13,4 3,5 7,4 4,4 3,1 
267 50 ml melk + 20 ml serum 27,7 19,9 2,0 9,7 7,4 - - 10,5 4,9 8,5 5,5 3,9 
266 bloedserum - 36,1 - 9,7 10,1 - 3,1 - 9,2 14,8 9,2 7,8 
Beweeglijkheden ( X 10-" cm~ V olt- 1 sec- 1 ) 
270 melk 7,4 - 6,8 6,2 5,7 4,6 - 3,5 2,7 1,8 
272 95 ml melk + 5 ml serum 7,5 7,1 6,8 6,3 5,7 4,8 - 3,7 2,7 1,9 1,1 0,5 
268 65 ml melk + 10 ml serum 7,7 7,2 6,9 6,5 5,8 4,9 3,6 2,7 1,9 1,1 0,6 
267 50 ml melk +20 ml serum 7,8 7,4 7,1 6,5 5,5 - 3,7 2,8 2,0 1,3 0,7 
266 bloedserum - 7,3 - 6,1 5,2 - 4,1 - 3,2 2,1 1,3 0,6 
TABEL XXII. - Resultaten van het electrophoretisch onderzoek op colostrum, bloedserumalbumine en mengels. 
Exp. 
No Aard B B' c D E F F' G H, H" 
Relatieve procentische concentraties 
312 colostrum 45,0 - 8,3 9,2 3,8 5,8 - 13,1 - 14,8 
308 50 ml col.+ 15 ml albumine 41,8 7,6 6,5 89 3,7 5,0 - 11,5 1,4 13,6 
307 40 ml col. + 25 ml albumine 37,8 14,2 4,5 9,2 3,9 4,6 - 10,1 2,7 13,0 
306 25 ml col. + 25 ml albumine 34,9 20,2 4,3 9,4 4,2 3,4 - 9,3 3,0 11,3 
310 albumineoplossing - 69,9 - 13,4 4,9 - 5,5 - 6,3 
Beweeglijkheden ( X 10-" cm2 Volt- 1 sec- 1) 
312 colostrum 7,6 - 6,9 6,2 5,7 4,9 - 3,6 - 1,T 
308 50 ml col. + 15 ml albumine 7,8 7,2 6,7 6,2 5,6 4,8 - 3,8 3,1 1,T 
307 40 ml col. + 25 mi albumine 7,6 6,9 6,5 5,9 5,3 4,4 - 3,6 3,1 1,7 
306 25 ml col. + 25 ml albumine 7,8 7,3 6,8 6,1 5,4 4,5 - 3,7 3,1 1,8 




Fig. 14. - Electrophoresediagrammen van colostrum, bloedserumalbumine en een mengsel. 
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F) Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van mengsels melk 
en bloedserumalbumine bij verschillende pH en fA der bufferoplossing. 
Zoals blijkt uit de resultaten van voorgaand onderzoek, loopt bij elec-
trophorese de serumalbumine slechts een weinig trager dan de a caseïne, 
zodat het moeilijk valt deze twee komponenten van elkaar te onderscheiden. 
Aangezien de bloedserumalbumine in sommige pathologische toestanden zoals 
uierontsteking, reeds bepaalde concentraties kan bereiken in de melk, werd 
de mogelijkheid onderzocht om door verandering der bufferomstandigheden, 
een beter scheiding te bekomen tussen de a caseïne en de bloedserumalbumine, 
met behoud van de onderlinge goede scheiding der ander fracties. ; 
Volgens verschillende onderzoekingen zoals van Long s wort h (59) 
en van Ti se 1 i u s & Ka bat (107), blijkt dat de beweeglijkheid van 
een bepaald eiwit onder meer afhankelijk is van de pH der bufferop~Qssing. 
De beweeglijkheid van twee eiwitfracties kan aldus ongeveer dezelfde zijn 
bij een bepaalde pH waarde en bij een andere pH verschillen. We stelden 
ons dan ook voor · mengsels van melk en bloedserumalbumine electrophore-
tisch te onderzoeken bij verschillende pH en ionensterkten. De Michaelis-
buffer leent zich uitstekend voor een dergelijk onderzoek, daar men binnen 
brede grenzen eensdeels, door toevoegen van natriumchloride, de ionensterkte 
kan laten variëren zonder de pH te beïnvloeden en anderdeels, door toe-
voegen van chloorwaterstofzuur, de pH kan wijzigen zonder de ionensterkte 
te beïnvloeden, mits minder natriumchloride te gebruiken. 
In een eerste proef werd de klare melkeiwitoplossing bereid zoals naar 
gewoonte in de Michaelisbuffer pH = 8,0 en fA = 0,1 waarna er een oplossing 
van bloedserumalbumine « Armour » werd aan toegevoegd. Dit mengsel 
werd gedialyseerd en electrophoretisch onderzocht in volgende op~ossingen : 
a) De Michaelisbufferoplossingen met een ionensterkte van 0,1 en een 
pH van 7,2-8,0 en 9,0. 
(De bufferoplossingen met een pH waarde van 6,5 en lager bleken on-
bruikbaar, daar ze gedurende de dialyse bij 2 à 5°C, uitkristalliseerden). 
b) De Michaelisbufferoplossingen met pH = 8,0 en een ionensterkte vail 
0,07 - 0,10 - 0,15 en 0,20. 
Uit de bekomen diagrammen, waarvan de stijgende grensvlakken ge 
reoroduceerd ziin in fie:. 15 blijkt zeer duidelijk dat bij pH 7,2 de serum 
albumine zich volledig afscheidt van de a caseïne, wijl ze bij pH = 8,0 er reeds 
mede verbonden is en er practisch mee samenloopt bij pH = 9,0. Wat de 
mvloed van de ionensterkte betreft, blijkt dat de afscheiding tussen a caseïne 
tn serumalbumine het best is bij fA = 0,07 en geleidelijk vermindert met 
,.,tijgende ionensterkte, om bij een waarde van 0,2 totaal verdwenen te zijn. 
Met deze visuele waarnemingen zijn de bekomen waarden voor de relatieve 
procentische concentraties en beweeglijkheden der verschillende fracties, 
vermeld in tabel XXIII, in volledige overeenstemming. Voor wat de relatieve 
procentische concentraties betreft, gaat een samenlopen van de a caseïne 
met de serumalbumine gepaard met een schijnbaar hoger waarde aan a 
caseïne. Onder a caseïne verstaat men hier de som van de B en C kompo-
nenten. Wat de beweeglijkheden aangaat, blijkt dat met stijgende waarden 
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Fig. 15. - Electrophoresediagrammen van mengsels melk en albumineoplossing bekomen 
bij verschillende pH en IJ. waarden der Michaelisbufferoplossing. 
Mengsel 1. 
pH = 8,0 en IJ. = 0 21 p:I = 8,0 en ~L = 9,15 
pH = 8,0 en ~L = 0,10 pH = 8,0 en ·~.t = 0,07 
pH = 7,2 en ~.t = 0,10 pH = 9,0 en IJ. = 0,10 
Mengsel 2. 
pH = 7,2 en ~L = 0,10 pH = 8,0 en IJ. = 0,10 
TABEL XXIII. - Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van 
mengsels melk en bloedalbumine bij verschillende pH en fl waarden der 
bufferoplossing - 1e Proef. 
Relatieve procentische concentraties 
...., 
..... ..c al ~ Q) Q) Q) ~ s.s :.ac;; "' s :@ 1lll ::l s OI !':: ·c pH "' D E F G H "' . IJ. "' ... ::l ... "' Q) Q) Q) "' ~ ~ <..> ~ ;9 >'-' 
~ 
~ "' ~ 
1 592 8,0 0,07 40,4 21,7 4,1 7,5 4,8 14,4 7,1 
589 8,0 0,10 45,6 14,3 4,4 10,6 4,7 14,2 6,2 
590 8,0 0,15 49,1 10,1 4,9 11,0 4,5 15,4 5,0 
594 8,0 0,20 51,2 5,9 5,5 11,6 4,0 17,4 4,4 
591 7,2 0,10 44,8 19,6 4,9 10,8 15,6 4,3 
593 9,0 0,10 61,4 4,0 10,7 2,6 16,8 4,5 
2 596 7,2 0,10 42,2 30,7 2,8 8,3 11,0 5,0 
595 8,0 0,10 41,0 25,7 3,1 7,8 4,0 12,2 6,2 
Beweeglijkheden ( X 10--:; cm~ Volt- t sec - 1 ) 
1 592 8,0 0,07 9,4 8,7 7,6 6,7 5,8 4,4 2,2 0,7 
589 8,0 0,10 8,5 8,0 6,8 6,0 5,0 3,9 1,9 0,5 
590 8,0 0,15 7,2 6,7 6,2 5,6 4,6 3,5 1,5 0,5 
594 8,0 0,20 6,5 6,1 5,6 4,9 4,1 3,2 1,5 0,4 
591 7,2 0,10 8,4 6,7 5,6 5,1 3,4 1,4 1,7 
593 9,0 0,10 8,5 7,0 6,1 5,2 4,2 2,4 
2 596 7,2 0,10 8,6 6,7 5,4 5,1 3,6 1,6 1,9 
595 8,0 0,10 8,4 7,7 6;3 5,7 4,7 3,9 2,0 0,7 
van .PH of f.L het verschil in beweeglijkheid tussen de a caseïne en de serum-
albumine daalt. Dit verschil tussen de beweeglijkheid dezer 2 fracties is 
zeer gering bij hoge waarden van pH of f.L, stijgt tot 0,7.10- " bij pH= 8,0 & 
fl. = 0,07 om tenslotte 1,7.10- 5 te bedragen in het gunstigste geval: pH= 7,2 
& fl. = 0,1. Hoe groter het verschil in beweeglijkheid des te vollediger is de 
afscheiding tussen de a caseïne en de serumalbumine. De twee diagrammen 
(N°8 596 en 595) bekomen met een sterker mengsel aan serumalbumine, 
respectievelijk in de bufer met pH = 7,2 en pH = 8,0 beide f.L = 0,1, bevestigen 
deze resultaten. Vanzelfsprekend dat bij een dergelijk hoge albumine con-
centratie de scheiding bekomen bij pH = 8,0 voldoet, doch bij lage con-
centratie is dit niet het geval. 
Steunend op de resultaten van de eerste proef, waarbij bleek dat pH 
7,2 gunstiger was dan pH 8,0 werd een tweede onderzoek analoog uitgevoerd, 
doch deze maal met pH waarden 7,0- 7,4- 7,7 en 8,0 teneinde de optimale 
pH juister te bepalen. Eveneens werd voor elke pH twee waarden voor 
ionensterkte genomen : 0,10 en de waarde die men bekomt bij de bereiding 
van de buffer zonder toevoeging van natriumchloride (variërend van 0,07 
tot 0,08). 
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De uitslagen der ontleding van de bekomen diagrammen, gereproduceerd 
in figuur 16, worden vermeld in tabel XXIV. Hieruit blijkt dat de resultaten 
van het eerste onderzoek worden bevestigd in dien zin, dat pH 7,0 en 7,4 
een goede en pH 7,7 en 8,0 een minder goede afscheiding tussen de a case,ïne 
en de serumalbumine veroorzaken. Er moet nochtans aan toegevoegd worden 
dat in het diagra~ma bekomen bij pH 7,0 de twee niet-caseïne komponenten 
D en E neiging tot samenlopen vertonen, zodat de voorkeur gaat naar de 
waarde 7,4: Zoals in het eerste onderzoek geeft bij hogere pH (7,7 of 8,0) 
een ionensterkte' van 0,07 een beter scheiding tussen a caseïne en serum-
albumine dan fA= 0,10. Voor de bufferoplossing met pH= 7,4 .is er practisch 
geen verschil ip afscheiding bij de twee waarden van fA· Bij het-beschouwen 
der beweeglijkheden voor de verschillende fracties, blijkt dat in hef pH gebied 
van 7 à 8 de waarden voor de caseïne weinig variëren, wijl deze van de 
serumalbumine aan een sterke stijging onderhevig zijn, zodat het verschil 
in beweeglijkheid tussen deze twee fracties sterk daalt met stijgende pH. 
Analoog met voorgaande proef stijgt dit verschil naargelang de waarde van 
de ionensterkte, van 0,5 à 0,6.10- ü bij pH= 8,0 tot 1,7 à 2,1.10- ü bij pH= 7,0. 
TABEL XXIV. - Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek. van 
mengsels melk en bloedserumalbumine bij verschillende pH en fA der buffer-
oplossing - 2" Proef . 
..... 
-...ei - 1:: Q) Q) Q) Q) ,s §·= :Eeü Cll E tlD Q) <.>I 
1:: ·.: pH l.t Cll .., E D E F G H ~~ ns Q) Q) t) Q) ;l 
~ ~ Cll::e ;> t) 
ril 
<:S ns <:S 
Relatieve procentische concentraties 
3 517 7,0 0,10 52,9 13,0 4,7 9,0 2,2 14,4 3,8 
514 7,0 0,08 56,5 13,0 4,8 8,4 13,7 3,6 
515 7,4 0,10 50,7 12,8 4,0 9,9 2,3 15,6 4,7 
512 7,4 0,08 52,4 13,9 5,1 8,8 1,2 14,7 3,9 
513 7,7 0,10 51,8 12,0 4,5 9,2 5,5 13,1 3,9 
509 7,7 0,07 50,8 14,4 4,6 8,5 3,5 13,4 4,8 
510 8,0 0,10 52,5 9,2 4,6 8,3 5,5 15,3 4,6 
511 8,0 0,07 53,7 12,2 5,1 6,0 4,3 14,0 4,7 
Beweeglijkheden ( X 10--:; cm2 Volt- 1 sec·- 1 ) 
3 517 7,0 0,10 8,0 6,3 5,4 4,8 3,9 3,2 1,3 1,7 
514 7,0 0,08 9,0 6,9 . 5,9 5,3 3,7. 1,4 2,1 
515 7,4 0,10 8,2 6,7 5,8 5,1 4,1 3,4 1,5 1,5 
512 7,4 0,08 9,3 7,5 6,7 5,7 4,8 3,9 1,6 1,8 
513 7,7 0,10 8,0 7,3 6,0 5,4 4,6 3,6 1,6 0,7 
509 7,7 0,07 9,0 7,8 7,1 6,4 5,5 3,9 1,8 1,2 
510 8,0 0,10 8,2 7,7 6,7 6,1 4,9 3,8 1,5 0,5 
511 8,0 0,07 9,0 8,4 7,2 6,8 5,8 4,2 2,2 0,6 
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pH = 7,0 en ~t = 0,10 pH = 7,0 en ~ = 0,08 
pH = 7,4 en ~t = 0,10 pH = 7,4 en ~t = 0,08 
pH = 7,7 en ~t = 0,10 pH = 7,7 en ~ = 0,07 
pH= 8,0 en ~ = 0,10 pH = 8,0 en ~ = 0,07 
Fig. 16. - Electrophoresediagrammen van een mengsel melk en albumineoplossing bekomen 
bij verschillende pH en ~t waarden der Michaelisbufferoplossing - 2' Proef. 
Aangezien de bufferC?p~ossing met pH = 7,2 à 7,4 en f-l = 0,1 in voorgaande 
proeven de beste resultaten had opgeleverd, werden in een volgende proef 
twee verschillende melkmonsters na dialyseren en centrifugeren, electro-
phoretisch onderzocht respectievelijk in de bufferoplossing pH = 7,2 of 7,4 
en pH = 8,0 beide f! = 0,1. 
De bekomen resultaten vermeld in tabel XXV, tonen dat er practisch 
geen verschil bestaat in de relatieve procentische concentraties , voor de ver-
schillende fracties bekomen met de twee bufferoplossingen. W~nneer als 
dusdanig het electrophoretisch onderzoek van melk uitgevoerd wo~dt bij 
pH= 7,2 à 7,4, mag men zich steeds steunen op de besluiten van voorgaande 
onderzoekingen uitgevoerd bij pH = 8,0 aangezien de relatieve procentische 
concentraties voor de verschillende fracties niet merkelijk beïnvloed worden 
door dit verschil in pH. 
TABEL XXV. -Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van 
melk bij verschillende pH waarden der bufferop :ossing . 
..... 
.... .: 
Q) Q) ..... .§ rn .: .. pH fl. B c D E F G H , Ho 0 Q) 
~ 0. >< 
ril 
Relatieve procentische concentraties 
1 524 7,4 0,10 48,0 12,5 8,1 5,9 4,7 16,3 4,5 
525 8,0 0,10 47,0 12,8 7,8 5,7 5,0 16,5 5,2 
2 318 7,2 0,10 43,7 17,3 7,7 4,7 3,6 19,4 2,2 1,4 
324 8,0 0,10 43,4 17,0 7,9 4,4 3,0 20,2 2,0 2,1 
Beweeglijkheden ( X 10 -r. cm~ Volt - 1 sec- 1 ) 
1 524 7,4 0,10 8,0 7,0 6,1 5,5 4,3 3,3 1,6 
525 8,0 0,10 8,0 7,1 6,4 5,8 4,7 3,7 2,0 
2 318 7,2 0,10 8,4 7,4 6,3 5,5 4,4 3,5 2,5 1,1 
324 8,0 0,10 8,0 7,2 6,5 5,9 4,9 3,7 2,8 1,9 
De resultaten bekomen met deze drie verschillende proeven late.n ons 
toe te besluiten dat men voor electrophoretisch onderzoek van normale melk 
de Michaelisbufier met een pH waarde van 7,2 à 8,0 mag gebruiken. Wanneer 
men evenwel met pathologische monsters of monsters van einde laètatie te 
doen heeft, die vermoed worden een min of meer grote hoeveelheid sèrum-
albumine in te houden, zal men bij voorkeur een pH waarde van 7,2 à 7,4 




RESULTATEN BEKOMEN BIJ ELECTROPHORETISCH ONDERZOEK 
VAN BLOED 
A) Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van runderbloed-
serum 
Wegens de belangrijke wisselwerking die er bestaat tussen melk en 
bloed, leek het wel nuttig in het kader dezer electrophoretische onderzoe-
kingen op .melk, enkele runderbloedsera te onderzoeken. 
Zeven monsters bloed, bekomen door venaepunctie, werden na bewaren 
gedurende enkele uren bij gewone temperatuur tot volledige stolling was 
opgetreden, gecentrifugeerd en het bekomen helder serum gedialyseerd ge-
durende enkele dagen bij 5°C in de Michaelisbuffer pH = 8,0 en f.i. = 0.1. 
Na verdunning tot een eiwit concentratie van 1,3 % met dialysebuffer, werd 
het electrophoreseexperiment en de verwerking der bekomen diagrammen, 
analoog uitgevoerd zoals bij onderzoek van melk. 
Uit de bekomen resultaten vermeld in tabel XXVI, blijken er 8 fr.acties 
aanwezig te zijn in runder bloedserum, vermoedelijk albumine en a 1 , a 2 , ~ 1 , 
~2, y1, y2 en y3 globulines. Daarenboven bestaat er een vrij grote variatie 
in procentische samenstelling van de verschillende fracties; de albumine bij-
voorbeeld varieert tl.,1ssen 27,8 en 41,5 % en bezit een beweeglijkheid van 7,3 
à 8,0.10- 5 . Ook het aantal fracties kan veranderen zoals in N" 189 waar de 
~ 1 komponent in twee gesplitst is. De grenzen der procentische concentraties 
van de verschillende fracties, door ons en ander onderzoekers gevonden zijn 
opgegeven in tabel XXVII. De onderlinge vergelijking dezer verschillende 
cijfers wordt bemoeilijkt door het feit dat de weinige gegevens van de 
literatuur, ofwel betrekking hebben op de uitslagen bekomen op slechts één 
monster, ofwel steunen op de aanwezigheid van vier fracties, waar wij er 
acht konden aantonen. De onderzoekers die slechts vier fracties opgeven, 
voegen er evenwel bij dat deze meerdere komponenten kunnen inhouden; 
alzo vermelden Bradis h, Hender s on & B rook s b y (6) dat de y 
globuline uit minstens 3 komponenten bestaat. Waar het reeds moeilijk is 
de relatieve procentische concentraties te vergelijken, wordt het practisch 
onmogelijk beweeglijkheden naast elkaar te stellen, daar deze bepaald worden 
door de electrophoreseomstandigheden, welke bij de vermelde onderzoe-
kingen zeer verschillend waren. 
Aangezien van de onderzochte monsters runderbloedserum N° 189 figu-
reert in hoofdstuk II par. D en N" 266 in hoofdstuk IV par. ·E, beperken 
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TABEL XXVI. - Resultaten bekomen bij electrophoretisch onderzoek vari 
runder bloedserum. 
~~ .... Q) i: Globulines .~cö Q) .s 
Aard 
~ x -~ s 'QJZ ::s lll a, ~I ~~, ~2 Y1 Y• Y3 Q) .D 
~+i p. < 00 ~ ~~ 
Relatieve procentische concentraties 
Koe 8,59 91 27,8 8,1 6,8 5,0 11,4 17,4 11,2 12,3 
Koe 7,30 187 36,7 5,4 9,8 4,5 10,2 12,6 10,1 10,7 
Koe 6,63 189 37,8 6,6 8,0 3,1 7,4 4,3 14,8 9,5 8,5 
Koe 7,56 266 36,1 9,7 10,1 3,1 9,2 14,8 9,2 7,8 
Koe 7,87 304 32,9 9,6 10,0 5,0 9,6 14,7 10,3 7,9 
Os 8,06 234 39,4 8,6 8,6 3,0 8,4 13,5 9,3 9,2 
Os 6,99 406 41,5 5,0 10,9 4,3 11,8 12,2 7,9 6,4 
Beweeglijkheden ( X w--5 cm~ Volt- 1 sec- 1 ) 
91 7,3 6,0 5,1 4,1 3,3 2,4 1,7 1,0 
187 7,3 6,1- 5,2 3,9 3,1 2,1 1,3 0,7 
189 7,5 6,3 5,4 4,5 3,7 3,0. 2,4 1,6 0,8 
266 7,3 6,1 5,2 4,1 3,2 2,1 1,3 0,6 
304 8,0 6,7 5,7 4,5 3,4 2,4 1,5 0,8 
234 7,4 6,2 5,2 4,3 3,4 2,1 1,3 0,6 
406 8,0 6,7 5,7 4,5 3,2 2,3 1,6 0,8 
TABEL XXVII. - Resultaten, uit de literatuur en van eigen onderzoek, 
bekomen bij electrophorese van runderbloedserum. 
Aantal Tot. Eiwit 
Onderzoekers Onderzochte dieren Tot. N X 6,25 Albumine 
Heyndrickx (tabel XXVI) 5 koeien & 2 ossen 6,63-8,59 27,8-41,5 
Hogness ( 42) één koe 38,0 
Cann (14) één koe 43 
Bradish (6) 51 ossen 6,10-8,10 36,6-52,9 
San Clemente (92) V erschiliende 42,4 
J anssen ( 49) V erschiliende 9,0 35 
Globulines 
a, a, ~J wl ~2 Y1 y, Y" 
5,0-9,7 6,8-10,9 3,0-5,0 0-7,4 4,3-11,8 12,2-17,4 7,9-11,2 6,4-12,3 
7,5 12,9 7,3 9,6 6,5 18,2 
3 13 3 2~ 8 7 
9,7- 21,4 5,7-11,7 21,0-39,8 
18,3 8,3 31,1 
11 8 46 
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we ons in figuur 17 tot de reproductie der diagrammen van experiment 
N° 406 en van een monster mensenbloedserum. Het blijkt dat deze twee 
mon~ters belangrijke verschillen vertonen, zowel in aantal fracties als in 
de procentische samenstelling (tabel XXVI N° 406 en tabel XXIX N° 544). 
Gezien de grote variatie in de melk- en bloedeiwitsamenstelling die werd 
vastgesteld in deze verschillende proeven, zal slechts een volledig en uit-
gebreid onderzoek dezer beide physiologische producten, een ,duidelij~ inzicht 
geven over de wisselwerking tussen melk en bloed. 
Fig. 17. - -Electrophoresediagrammen van mensen- en ru'nderbloedserum. 





B) Resul~ten bekomen bij electrophoretisch onderzoek van mensenbloed-
sei'îiin i~ verschillende bufferoplossingen 
Bij een paar onderzoekingen van mensenblo·edserum in de J.'4ichaelisbuffer 
bij pH = 8,0 en f.l = 0,1, bleek de afscheiding tussen de albumine en de a1 
globuline, alsmede tussen de y~ globuline en de schijntop dermate vaag te 
wezen, dat er getracht werd door het veranderen der bufferom~tandigheden, 
zoals in het onderzoek over de scheiding van de a caseïne en de serumalbu-
mine, beter resultaten te bekomen. 
Hierom werden verschillende monsters mensenbloedserum onderzocht 
in de meest aangewende bufferoplossingen, waarvan de samenstelling ver-
meld wordt in tabel XXVIII. 
Daar voor een dergelijk onderzoek een vrij grote hoeveelheid serum 
nodig was, werd bloed gebruikt van patienten lijdend aan hoogdruk en 
hartbezwijming. Het zijn dus pathologische monsters, doch zulks heeft geen 
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TABEL XXVIII. - Samenstelling en eigenschappen der gebruikte buffer-
oplossingen. 
N• Onderzoeker pH l.I. x bij 
Concentraties in grammen per liter 
!'faAc NaVer HVer Na Cl K,Ox HCl 
2"C 3 aq aq 
1 Michaelis (65) 8,0 0,1 0,00436 3,886 5,886 1,919 0,365 
2 Michaelis (65) 8,9 0,1 0,00463 3,886 5,886 2,387 0,073 
3 Michaelis(*) 8,9 0,1 0,00392 3,886 5,886 2,504 0,073 
4 Longsworth (60) 8,6 0,1 0,00321 - 20,620 3,684 
5 Longsworth(**) 8,6 0,1 0,00404 10,310 1,842 2,340 
al te grote betekenis daar het hier ·gaat over een vergelijkend onderzoek 
van een zelfde serum in verschillende bufferoplossingen. De dialyses en 
electrophoreseexperimenten gebeurden zoals naar gewoonte. Tabellen XXIX 
en XXX geven de resultaten bekomen met de verschillende monsters en 
figuur 18, de diagrammen van monsters D en E. · 
Bij het aanschouwen der diagrammen blijkt vooreerst dat in deze be-
komen met buffer N° 1 (Michaelis pH= 8,0) voor de verschillende sera, 
de a 1 globuline samenloopt met de albumine, wijl deze fractie in de dia-
grammen bekomen met de ander buffers zeer net afgescheiden is. Trouwens 
het verschil in beweeglijkheid tussen de albumine en de a1 globuline bedraagt 
slechts 0,9.10- r. bij onderzoek ·in de eerste buffer, wijl dit verschil in de 
ander bufferoplossingen 1,1 à 1,3.10-r. beloopt. Door het verhogen van de pH 
van 8,0 tot 8,6 à 8,9 stijgt de beweeglijkheid van de albumine in sterker mate 
dan van de a1 globuline, zodat dus ook het verschil in beweeglijkheid tussen 
deze twee fracties groter wordt. Het geval doet zich hier dus anders voor dan 
bij onderzoek van mengsels melk en albumine. Bij deze laatste komt het er 
op aan de serumalbumine te scheiden van een.sneller lopende fractie, namelijk 
de a caseïne en dient de pH van de bufferoplossing verminderd te worden 
tot 7,2 à 7,4 om alzo de snelheid der albumine ten opzichte van de a caseïne 
te verminderen. 
Naast een goede scheiding tussen albumü1e en a1 globuline is het even-
eens noodzakelijk een degelijke scheiding te bekomen tussen y2 globuline 
en delta- respectievelijk epsilontop. Het blijkt nu dat in de diagrammen 
bekomen met de bufferoplossingen N'·" 1 en 2 (Michaelis pH = 8,0 en 8,9 -
Na Cl) , de deltatop slechts vaag afgescheiden is van de y 2 globuline, wijl in 
de diagrammen bekomen met de buffers N°' 3 en 5 (Michaelis pH = 8,9 - oxa-
laat en het gewijzigd Longsworth recept) deze afscheiding zich veel scherper 
voordoet. Wanneer de concentratie aan traag lopende ionen een hoge waarde 
bereikt, zoals in de buffers N°" 3 - 4 en 5, verplaatsen de schijntoppen zich 
practisch niet en de scheiding met de y~ globuline is zeer net. Integendeel, 
wanneer de concentratie aan traag lopende ionen niet minstens gelijk is aan 
deze der oplossingen N°' 3 of 5, verplaatsen de schijntoppen zich een weinig 
( ± 0,3.10- "), zodat ze een mengtop vormen met de y 2 globuline. Een on-
(• ) Wijziging voorgesteld door Wied e man n (122). 
(**) Wijziging door ons voorgesteld, daar bij het uitvoeren der electrophorese-
experimenten in de oorspronkelijke bufferoplossing van Long s wort h (60), de elec-
troden dienen omgeven te worden van een normale natriumchlorideoplossing, wat niet 
vrij is van bepaalde nadelen. In het door ons gewijzigd recept wordt zulks overbodig, 
zoals trouwens met de Michaelisbufferoplossingen. 
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'I'ABEL XXIX. - Relatieve procentische concentraties van de eiwidractl.es 
in mensenbloedserum, bekomen met verschillende bufferoplossingen. 
..... . ,....., Q) Q) Q) Q) Q) Q) 
Q * Q) Q Q .5 Q .5 .5 .... Q) Q ~ ~ ;3 ~ ;3 ;3 Q) . § i5. 
..... ..... § "' ..c ..c ..c ..c ..c ..c s::: .... 0 0 0 0 0 0 0 
0 Q) ..c G G G G G G ~ 0. ;i < >< ril lXI a B ca. cd .;.. ?-
A 544 1 51,8 4,8 3,7 4,1 15,6 8,1 11,9 
545 2 49,6 6,0 6,0 3,6 16,1 7,2 11,5 
547 5 46,8 5,4 5,2 4,6 14,2 8,9 14,9 
B 548 1 47,3 6,2 9,6 4,3 15,2 5,9 11,5 
549 2 45,1 7,9 7,9 3,7 13,3 7,9 14,2 
550 3 43,3 7,7 7,0 3,7 15,0 6,3 17,0 
552 5 44,1 6,8 8,6 3,5 12,9 6,6 17,5 
c 564 1 46,4 6,0 7,5 6,7 15,3 7,5 10,6 
560 2 44,7 5,2 8,4 5,1 13,8 8,1 14,7 
566 3 43,1 6,1 8,2 4,9 13,2 7,8 16,7 
562 5 41,8 5,6 7,2 6,6 13,5 8,5 16,8 
D 569 1 51,1 5,5 5,8 5,9 13,6 7,4 10,7 
570 2 49,2 5,1 7,1 5,5 14,3 6,1 12,7 
571 3 47,1 4,9 5,6 5,0 12,7 7,0 17,7 
572 5 46,1 5,8 5,4 4,6 14,3 6,8 17,0 
E 597 3 39,4 6,6 7,2 4,9 15,7 11,5 14,7 
601 4 39,7 5,6 6,8 5,2 16,6 11,9 14,2 
599 5 40,6 5,8 6,9 5,2 16,3 10,2 15,0 
duidelijke afscheiding .van de deltatop met de y2 globuline heeft als gevolg 
çlat bij de . analyse van het diagramma in zijn Gausskrommen, de deltatop 
te groot wo~dt uitgetekend. Hieruit volgt dat de y2 globuline bij de . uiteinde-
lijke berekening voor een merkelijk te klein procent voorkomt, wat tevens 
een te' hoge' waarde voor de ander fracties, vooral van de albumine, voor 
gevolg heeft. Aldus bedraagt de y2 globuline slechts 11,5 % in het monster B, 
onderzocht in de buffer No 1, wijl deze waarde 17,0 en 17,5 % bedraagt bij 
onderzoek in de buffers N"" 3 en 5; voor de ander sera liggen deze waarden 
in dezelfde lijn. 
Zoals vermeld in paragraaf D van Hoofdstuk II werden de beweeglijk-
heden berekend naar gelang de stand der verschillende fracties ten opzichte 
van de epsilontop. Zulks heeft voor gevolg, zoals duidelijk blijkt uit tabel 
XXX, dat men een des te groter beweeglijkheid vindt voor de y 2 globuline 
naarmate de afscheiding met de epsilontop vollediger .is. Er valt ook op te 
merken dat tussen de beweeglijkheden voor dezelfde fracties .in dezelfde 
bufferoplossingen van de verschillende monsters een kleine variatie bestaat, 
zeer waarschijnlijk aan individuele invloeden toe te schrijven. 
rMet het doel de goede resultaten, bekomen met de bufferoplossingen 
No• 3 en 5 te bevestigen, werd een vijfde monster (E) onderzocht, waarbij 
(*) De samenstelling dezer bufferoplossingen wordt gegeven in tabel XXVIII. 
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Monstet· 1>. Monster E. 
Michaelis NaCI - pH = 8,0 Michaelis K,Ox- pH = 8,9 
Michaelis NaCl - pH = 8,9 Longsworth ongewijzigd - pH = 8,6 
Michaelis K,Ox- pH = 8,9 Longsworth gewijzigd- pH = 8,6 
Longsworth gewijzigd -pH = 8,6 
Fig. 18. - Electrophoresediagrammen van mensenbloedserum bekomen in verschillende 
.,_ bufferoplossingen. 
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TABEL XXX. - Beweeglijkheden ( X 10- 5 cm2 Vol- 1 sec- 1) . van de 


























































































































































eveneens de Longsworthbuffer, oorspronkelijk recept, werd gebruikt. Uit 
figuur 18 blijkt dat de diagrammen bekomen met de buffers N"" 3 en 5 op-
nieuw de goede scheiding tussen serumalbumine en aJ globuline alsmede 
tussen . y 2 globuline en . deltatop vertonen. Wat betreft het · diagramma be-
komen in de Longsworthbuffer, oorspronkelijk recept, blijkt dit gekarak-
teriseerd te zijn niet alleen door een goede afscheiding der at globuline doch 
daarenboven door een totale afscheiding van deltatop en zelfs van epsilontop. 
Zulks bewijst dat de goede afscheiding tussen schijntop en y2 globuline 
bepaald wordt door de concentratie aan traag lopende ionen in de buffer 
aanwezig, die het dubb~l bereikt in het oorspronkelijk tegenover het ge-
wijzigd recept. Er valt nbchtans op te merken dat de deltatop, soms ook nog 
ander toppen in het diagramma, een zeer onregelmatige vorm vertonen, 
waarschijnlijk te wijten aan een verstoring van het dialyseevenwicht door 
het omgeven der electroden met natriumchloride. 
De resultaten van deze proeven laten toe te besluiten dat voor electro-
phoretisch onderzoek ya;n mensenbloedserum de voorkeur gaat naar de 
bufferoplossingen N"" 3 en 5, vermeld in tabel XXVIII, daar de bekomen 
diagrammen een goede afscheiding vertonen tussen de verschillende fracties, 
vooral van de albumine met de a1 globuline en van de y2 globuline met de 
schijntop. Daarenboven is men bij het gebruik dezer bufferoplossingen niet 
gehouden de electroden te omgeven van een zoutoplossing, wat bepaalde 
nadelen met zich brengt. 
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ALGEMENE BESLUITEN 
De opheldering der melk, noodzakelijk om de klassieke Tiselius electro-
pho~esemethode te kunnen toepassen, wo.rdt bekomen door alternerend dialy-
sereill in de Michaelisbuffer (pH= 8,0 & f.l = 0,1) en centrifugeren bij hoog 
toeÎ'~ntal, gaande tot 15.000 à 20.000 X grav. Men mag veronderstellen dat 
de toepassing van deze methode, om reden van haar physico chemisch karak-
ter, · slechts minimale wijzigingen teweegbrengt in de kwalitatieve eiwit-
sauienstelling en er werd bewezen dat er prac~isch geen kwantitatieve 
wijz~gingen optreden. 
Tussen eiwitgehalte van de opgehelderde melk en brekingsindexverschil 
(n
0 
-~iwitoplossing - nn bufferoplossing) bestaat een vrij stevig verband. 
Tevens blijkt dat de specifische brekingsindex voor de melkeiwitten caseïne, 
albu~~ne en globuline onderling practisch niet verschilt en gemiddeld 0,00206 
bedr.aágt; dit staat in scherpe tegenstelling met de bewering van R a n g a p p a 
als z~u de specifische brekingsindex van delactalbumine en globuline merke-
lijk ~oter zijn (ongeveer dubbel) dan van de caseïne. 
Het onderdrukken van delta en epsilontoppen door het versterken van 
de electrophoresebuffer ten opzichte van de dialysebuffer, blijkt moeilijker 
te wezen bij electrophoretisch onderzoek van melk dan van bloed. 
Bij electrophoretisch onderzoek van normale melk werden een achttal 
fractiès gevonden: A, B, C, D, E, F, G, H 1 en H 2 genoemd in dalende orde 
van öeweeglijkheid. Het bleek dat de B, C en G komponenten een caseïne-
ki;lra~ter bezitten en dat meer in het bijzonder de B komponent met de a 
caseïne en de G komponent met de ~ c~seïne zou overeenstemmen. De D, 
E, H 1 en H 2 fracties zouden een niet-caseï~e eiwitkarakter bezitten en moge-
lijkèé• Óvereenstemming bestaat tussen de . D komponent met de ~ lactoglo-
buline en de H komponenten met de y glopulines. De A komponent, die niet 
zo dikwijls voorkomt, doet zich voor als een afbuiging van de B komponent. 
De betrekkelijk grote variatie tussen de verschillende fracties in de onder-
zochte monsters, hoeft aan allerlei invloed~n toegeschreven te worden. 
,Electrophoresediagrammen van colostr~m vertonen tegenover normale 
melk een merkelijk lager gehalte aan B en G komponenten, naast een sterk 
geprononceerde H fractie. Naarmate de colo~tr~mperiode vordert, stijgen 
de B en G fracties en daalt de H komponent, overeenstemmend respectievelijk 
met hun caseïne en globuline karakter. 
d3ij centrifugeren van melk aan hoog toerental, gaande tot 38.000 grav. 
sediÏiienteert de caseïne, vooral de a caseïne en in minder mate de ~ caseïne. 
Electrophoresediagrammen van dergelijke sera vertonen dan ook een sterk 
verminderde B en een licht verminderde G fractie, naast vermeerdering der 
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niet- caseïne fracties D, Een H. De a caseïne heeft aldus een geringer stabiliteit 
tegenover de centrifugaalkrach,j; dan de ~ caseïne, dit in tegenstelling met 
de waarnemingen van H o s t e t t 1 e r die een gelijke stabiliteit dezer twee 
fracties vooropzet. 
Het electrophoresediagramma der melk van einde lactatie is meestal 
gekarakteriseerd door verhoogde D, Een H fracties en door de aanwezigheid 
van een nieuwe komponent B', gelegen tussen B en C. Onderzoekingen op 
mengsels melk en bloed of van melk en bloedserumalbumine wekken het 
vermoeden dat deze B' komponent zou identisch wezen met de bloedserum-
albumine. Recente theorieën over de lactatie staven deze vooropzetting. 
Bij onderzoek van mengsels melk en bloedserumalbumine blijkt dat deze 
laatste bij pH waarden van 8,0 à 9,0 en f! waarden van 0,15 à 0,20, circa 
dezelfde beweeglijkheid bezit als de a caseïne en dat een goede scheiding 
dezer twee fracties bekomen wordt bij pH = 7,2 à 7,4 en ~L = 0,1. 
Bij electrophoretisch onderzoek van runderbloedserum werden acht 
fracties gevop.den, waarschijnlijk overeenstemmend met de albumine en 
de a1 , a 2, ~1 , ~ 2 , y 1, y~ en YH globulines. Deze fracties zijn aan relatief grote 
schommelingen onderhevig. 
De resultaten van het onderzoek op mensenbloedserum in verschillende 
bufferoplossingen tonen dat een goede scheiding tussen a 1 globuline en albu-
mine bepaald wordt door de pH van de bufferoplossing, die minstens 8,6 à 
8,9 moet bedragen. Daarenboven blijkt dat de goede scheiding tussen y2 
globuline en schijntop bepaald wordt door de concentratie aan traag lopende 
ionen in de bufferoplossing aanwezig. Aldus bekomt men in de Michaelis-
buffer pH = 8,9 en f! = 0,1 geen goede afscheiding tussen deze twee toppen 
tenzij het natriumchloride in deze oplossing wordt vervangen door een in 
ionensterkte aequivalente hoeveelheid kaliumoxalaat. Een zeer goede afschei-
ding tussen de y 2 globuline en de deltatop en zelfs met de epsilontop wordt 
bekomen met de Longsworthbuffer. Daar bij het gebruik dezer laatste buffer-
oplossing de electroden dienen omgeven te worden van een natriumchloride-
~ 
oplossing, wat bepaalde nadelen met zich meebrengt, wordt een wijziging 
~oor gesteld in de samenstelling dezer oplossing. V oor electrophoretisch onder-
zoek van mensenbloedserum wordt de gewijzigde Longsworth- of boven-
genoemde oxalaat-Michaelisbuffer voorgesteld. 
Nota. - Verschillende figuren werden met toelating van de betrokken 
redacties overgenomen uit onze publicaties die vroeger verschenen 
(Experientia - Bulletin Société Chimie Biologique), of thans ter 
perse zijn (Mededelingen Vlaamse Chemische Vereniging- Recueil 
Travaux Chimiques Pays-Bas), waarvoor onze oprechte dank. 
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